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Bakterijska odpornost velja za enega največjih svetovnih javnozdravstvenih problemov in je 
v naglem porastu. Neupravičena in neprimerna uporaba antibiotikov je prispevala k pojavu 
večkratno odpornih bakterij, katerih okužb ni več mogoče zdraviti s konvencionalnim 
protibakterijskim zdravljenjem. Zdravljenje takšnih okužb je omejeno, zato je nujen razvoj 
novih protibakterijskih učinkovin. Peptidoglikan, ki je glavna in esencialna komponenta 
bakterijske celične stene, pri tem predstavlja idealno tarčo za razvoj novih protibakterijskih 
učinkovin, saj z zaviranjem njegove biosinteze ali z njegovo specifično razgradnjo dosežemo 
selektivno toksično delovanje s prokariontsko celično lizo tako po Gramu negativnih kot po 
Gramu pozitivnih bakterij. 
V okviru naše magistrske naloge smo s pomočjo prosto dostopnih bioinformacijskih orodij 
in programov ovrednotili primernost bakterijskega encima D-alanin-D-alanin ligaze (Ddl), 
ki je pomemben encim v biosintezni poti peptidoglikana kot tarče za nove protibakterijske 
učinkovine. Encim smo analizirali z vidika lastnosti, ki so pomembne pri napovedovanju 
perspektivnosti tarč, kot so esencialnost, evolucijska ohranjenost in sposobnost tvorbe 
interakcij. Oblikovali smo seznam do sedaj znanih najbolj potencialnih zaviralcev encima in 
jih z namenom ocene njihove podobnosti z učinkovinami in spojino vodnico analizirali s 
sodobnimi pristopi farmacevtske kemije. 
Ugotovili smo, da je Ddl dokazano esencialen za 30 organizmov. S kombinacijo analize 
evolucijske ohranjenosti in tvorbe interakcij smo identificirali 11 ključnih aminokislin, za 
katere velja, da so evolucijsko glede na ostale položaje bolj ohranjene, so del aktivnega 
mesta, kjer tvorijo večino interakcij z ligandoma (ATP in dipeptid D-alanin-D-alanin) ter 
prispevajo k najvišjim deležem tvorbe interakcij vzdolž celotnega encima. 11 ključnih 
aminokislin so predstavljali aminokislinski ostanki: Glu-15, His-63, Glu-68, Lys-97, Lys-
144, Ser-151, Glu-187, Glu-270, Asn-272, Gly-276 in Arg-255. Ugotovili smo, da so s 
stališča načrtovanja novih zaviralcev Ddl najbolj obetavne aminokisline, ki so v vezavnem 
mestu za substrat oz. produkt kemijske reakcije, ki jo katalizira Ddl in aminokisline, ki so v 
vezavnem mestu za fosfatni del molekule ATP. Naredili smo izbor petih najbolj 
perspektivnih zaviralcev, ki so celostno gledano na ovrednotene fizikalno-kemijske 
lastnosti, lipofilnost, vodotopnost, farmakokinetične lastnosti, podobnost z učinkovinami in 
druge lastnosti, vezane na farmacevtsko kemijo zaviralcev, kazali boljše lastnosti kot 
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trenutno edina zdravilna učinkovina v klinični praksi z delovanjem na encim Ddl 
(cikloserin). 


















Bacterial resistance is one of the world’s biggest public health problems and it is getting 
worse. Improper and inappropriate use of antibiotics has led to the rise of multidrug-resistant 
bacteria, which cause infections that can no longer be treated with conventional antibacterial 
treatments. Treatment of such infections is limited, and therefore the development of novel 
antibacterial agents is necessary. Peptidoglycan being the essential and specific component 
of the bacterial wall, poses the ideal target for the development of new antimicrobial agents, 
as by inhibiting its biosynthesis or its specific degradation, selective toxicity is achieved by 
prokaryotic cell lysis of both, Gram-negative and Gram-positive bacteria.   
As part of our dissertation, we have evaluated the suitability of the bacterial enzyme D-
alanine-D-alanine ligase (Ddl), which is an important enzyme in the biosynthetic pathway 
of peptidoglycan, as the target for new antibacterial agents, using freely available 
bioinformatics tools and programs. We have analyzed the enzyme in terms of properties that 
are important when predicting the prospects of suitable targets, such as essentiality, 
evolutionary conservation, and the ability to form interactions. We have established a list of 
the most potential enzyme inhibitors known to date, and analyze them, using modern 
approaches of the pharmaceutical chemistry in order to evaluate their drug-likeness and lead-
likeness.  
We have found that the Ddl is proven to be essential for 30 organisms. With a combination 
of evolutionary analysis and formation of interactions, we have identified 11 key amino acids 
that are more evolutionary conserved than the other sites, are part of an active site where 
they form most interactions with ligands (ATP and D-alanine-D-alanine dipeptide) and 
contribute to the highest proportions of interaction formation along the whole enzyme. 
Amino acid residues that represented the 11 key amino acids: Glu-15, His-63, Glu-68, Lys-
97, Lys-144, Ser-151, Glu-187, Glu-270, Asn-272, Gly-276 and Arg-255. We have selected 
the five most promising enzyme inhibitors that exhibited better physicochemical properties, 
lipophilicity, pharmacokinetic properties, drug-likeness and other properties related to the 
pharmaceutical chemistry of inhibitors, than the only current active substance in clinical 
practice that acts on the enzyme Ddl (cycloserine). 




3D   tridimenzionalen 
ADP   Adenozin-5-difosfat 
ADMET Absorpcija, distribucija, metabolizem, ekskrecija in toksikološke 
lastnosti  
Alr   Alanin racemaza 
AMP   Adenozin monofosfat 
ATP   Adenozin trifosfat 
BBB   Krvno-možganska pregrada (ang. Blood–brain barrier) 
BU   Biološka uporabnost 
CRISPR ang. Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 
(slovensko Gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih 
ponovitev) 
DAL   D-alanin     
DCS   D-cikloserin 
Ddl D-alanin-D-alanin ligaza, D-ala-D-ala ligaza, D-ala-D-ala sintetaza, 
DD-ligaza, D-alanilalanin sintetaza, D-alalnin:alanin ligaza, D-
alanil-D-alanin sintetaza 
DdlA   D-alanin–D-alanin ligaza A 
DdlB   D-alanin–D-alanin ligaza B 
ESKAPE Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa in 
Enterobacter spp. 
G+    po Gramu pozitivne bakterije 
G-   po Gramu negativne bakterije 
GlcNAc  N-acetilglukozamin 
ID   identifikator  
Ki   Konstanta inhibicije 
KNIME  ang. Konstanz Information Miner 
LE   Učinkovitost liganda 
MBC   Minimalna baktericidna koncentracija 
MIC   Minimalna inhibitorna koncentracija 
MM   Molekulska masa 
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MSA   Prileganje multiplih sekvenc (ang. Multiple sequence alignment) 
MurNAc  N-acetilmuraminske kisline 
NMR   Nuklearna magnetna resonanca 
NRot   Število vrtljivih vezi (ang. Number of rotatable bonds) 
PAINS  ang. Pan-assay interference compounds 
PID Identifikacija glede na Jalview konsensus odstotek (ang. Percentage 
identify) 
P-gp   P-glikoprotein 
PSA   Polarna površina (ang. Polar surface area) 
RA   Rezidualna aktivnost 
RMSD Koren povprečne vrednosti kvadratov razlik (ang. Root-mean-square 
deviation) 
SA   Ocena dostopnosti sinteze (ang. Synthetic accessibility) 
TPSA   Topološka polarna površina (ang. Topological polar surface area) 
UDP-MurNAc  Uridin-difosfat-N-acetilmuraminske kisline 
UDP-GlcNAc  Uridin-difosfat-N-acetilglukozamina 
XRD   Metoda rentgenske difrakcije (ang. X-ray diffraction) 
ZU   Zdravilna učinkovina 
 
Oznake aminokislinskih ostankov 
Ala A alanin      Trp W triptofan 
Arg R arginin      Tyr Y tirozin 
Asn N asparagin     Val V valin 
Asp D aspartat     Phe F fenilalanin 
Cys C cistein      Pro P prolin 
Glu E glutamat     Ser S serin 
Gln Q glutamin     Thr T treonin 
Gly G glicin      Met M metionin 
His H histidin 
Ile I isoleucin 






1.1. Problem bakterijske odpornosti 
Pojem bakterijska odpornost se nanaša na sposobnost bakterij, da preživijo določeno 
zdravljenje z antibiotiki (1). Bakterijska odpornost je svetovni javnozdravstveni problem, ki 
zmanjšuje terapevtske možnosti in povečuje obolevnost ter tveganje za smrt (2). 
Neupravičena uporaba antibiotikov je povzročila nastanek naravnega pojava bakterijske 
odpornosti proti mnogim protibakterijskim spojinam. Le-ta je precej razširjena in predstavlja 
izjemen izziv za človeško civilizacijo. Svetovna poraba antibiotikov se je med leti 2000 in 
2015 povečala za 65 %. Pričakovano je, da se bo obseg bakterijske odpornosti na leto do leta 
2050 na svetovni ravni povečal za desetkrat (3).  
Neprimerna in neupravičena uporaba antibiotikov je vplivala na selektivni pritisk, kar je 
bakterijam omogočilo nastanek in selekcijo odpornih genov in s tem pojav »superbakterij«. 
To se odraža v tem, da so še tako učinkovite protibakterijske spojine postale neučinkovite 
(4). Povzročitelji bolnišničnih okužb so največkrat večkratno odporne bakterije, ki so razvile 
različne mehanizme odpornosti. Skupina ESKAPE organizmov je pogost povzročitelj 
takšnih okužb (več o ESKAPE organizmih v poglavju 1.2.) (2). Z izrazom večkratno 
odporne bakterije so opredeljene tiste, ki so odporne na vsaj eno zdravilno učinkovino v treh 
ali več razredih protimikrobnih spojin (3).  
Poleg neupravičene uporabe antibiotikov bakterijsko odpornost povzroča tudi konkurenca 
preživetja znotraj bakterijske vrste. Bakterije so razvile dve vrsti odpornosti – intrinzično in 
ekstrinzično. Intrinzična ali prirojena odpornost se nanaša na naravno neobčutljivost 
nekaterih bakterijskih sevov, ki nikoli niso bili dovzetni za določen antibiotik. Pri bolj 
problematični pridobljeni ali ekstrinzični odpornosti gre za to, da bakterija postane odporna 
na določen antibiotik, za katerega je bila prej dovzetna. Bakteriji iz skupine ESKAPE, 
Acinetobacter baumannii in Pseudomonas aeruginosa, sta intrinzično odporni na veliko 
število antibiotikov zaradi neprepustnosti membrane, aktivnosti bazalnega efluksa in 
proizvodnje inducibilnih β-laktamaz. Bakteriji lahko razvijeta tudi pridobljeno rezistenco z 
mutacijami že obstoječih genov in horizontalnim prenosom determinant odpornosti (3).  
V zadnjih štiridesetih letih sta bila v klinično prakso uvedena le dva nova razreda 
protibakterijskih ZU (4). Zdravljenje na več zdravil odpornih bakterijskih okužb je omejeno, 
zato nujno potrebujemo nove razrede protibakterijskih spojin, zlasti takšnih, ki bodo 
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delovale po novih mehanizmih, na katere obstoječi mehanizmi odpornosti ne bodo delovali 
(5).  
1.2. ESKAPE organizmi 
Kratica ESKAPE je bila opredeljena leta 2008 in se nanaša na šest bolnišničnih patogenih 
bakterij, ki povzročajo odpornost proti več antibiotikom in virulenco: Enterococcus faecium, 
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 
aeruginosa in Enterobacter spp. ESKAPE patogene bakterije so odgovorne za večino 
bolnišničnih infekcij in so se sposobne izogniti protimikrobnemu delovanju protibakterijskih 
ZU. V bolnišničnem okolju so vedno bolj razširjene in odporne na protimikrobna zdravila 
(2, 4).  
Sistematični pregled kliničnih in ekonomskih vplivov odpornosti na antibiotike kaže na to, 
da so ESKAPE organizmi povezani z najvišjim tveganjem smrtnosti in zato s povečanimi 
stroški zdravstvene oskrbe. Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) jih je postavila na 
seznam dvanajstih bakterij, za katere je razvoj novih antibiotikov nujno potreben (4).   
1.3. Bakterijska celična stena in peptidoglikan 
1.3.1. Bakterijska celična stena 
Bakterijska celična stena je kompleksna, mrežasta struktura, ki se nahaja na zunanji strani 
citoplazmatske membrane. S svojo semi-rigidno strukturo predstavlja dodatno plast 
razmeroma šibki plazemski membrani pri zagotavljanju celične trdnosti in pripomore k 
ohranjanju celične oblike in strukturne celovitosti (6, 7). Njen obstoj je ključen za večino 
bakterij, medtem ko evkariontske celice ne vsebujejo celične stene, kar jo naredi za idealno 
tarčo protibakterijskih ZU. Poleg tega imajo lahko fragmenti bakterijske celične stene 
imunostimulacijske in citotoksične lastnosti ter tako igrajo pomembno vlogo pri patogenezi 
in bolezni. Čeprav mora biti celična stena dovolj toga, da vzdržuje visok znotrajcelični 
pritisk in kljubuje okolijskim razmeram, mora biti tudi dovolj prožna med celično 
ekspanzijo. Poleg sinteznih funkcij se tako nenehno razgrajuje, presnavlja in preoblikuje (6). 
Zaradi razlik v zgradbi bakterijske celične stene poznamo dva tipa celične stene, ki ju ločimo 
z metodo barvanja po Gramu. Po uporabi te tehnike se G+ bakterije obarvajo vijolično in G- 





Peptidoglikan, imenovan tudi murein, je glavna, esencialna in specifična komponenta 
bakterijske celične stene, ki se nahaja v skoraj vseh bakterijah. Vsako zaviranje njegove 
biosinteze ali specifična razgradnja povzroči celično lizo, saj je njegova ključna vloga 
ohranjanje celične integritete z nasprotovanjem osmotskemu tlaku (8). Odgovoren je za 
ohranjanje karakteristične oblike celic in zaradi tega močno vpleten v procese celične rasti 
in delitve celic (7, 8). Celična stena G+ bakterij je sestavljena pretežno iz peptidoglikana 
(predstavlja približno 30–70 % celične stene), kjer v več plasteh pokriva citoplazemsko 
membrano. Celična stena G- bakterij je tanjša, manj kompaktna in zaradi dodatne plazemske 
membrane na zunanji strani peptidoglikana (zunanje membrane) ter na splošno večje 
kompozicijske raznolikosti tudi bolj kompleksna kot pri G+ bakterijah. Peptidoglikan G- 
bakterij je običajno enoslojna sestavina celične stene (predstavlja 5–10 % celične stene) z 
nahajališčem v periplazmi (prostor, ki se nahaja med zunanjo površino citoplazmatske 
membrane in notranjo površino zunanje membrane) (7–9). Plasti G- peptidoglikana so z 
zunanjo membrano povezane z uporabo lipoproteina, znanega kot Braunov lipoprotein. Ta 
je na enem koncu kovalentno vezan na peptidoglikan in z drugim koncem preko svoje 
polarne glave vsidran v zunanjo membrano. Takšna povezava zagotavlja dodatno strukturno 
celovitost in trdnost (7).  
1.3.3. Struktura peptidoglikana 
Glavna strukturna značilnost peptidoglikana, ki je polimer, so linearne disaharidne 
monomerne enote prečno premrežene s kratkimi peptidi. Glikanske verige so sestavljene iz 
ponavljajočih se ostankov N-acetilglukozamina (GlcNAc) in N-acetilmuraminske kisline 
(MurNAc), povezanih z β-(1,4) glukozidnimi vezmi. Na vsako karboksilno skupino 
sladkorne enote NAM je vezana peptidna veriga s tremi do petimi aminokislinami, 
najpogosteje v sestavi L-Ala-γ-D-Glu-L-Lys (ali 2,6-diaminopimelična kislina, mezo-
A2pm)-D-Ala-D-Ala (slika 1) (8). D-Ala je najpogostejša D-aminokislina v bakterijah in je 
vključena izključno v peptidoglikan. Terminalna D-Ala se odcepi, ko se peptidi premrežijo, 
in je transportirana v celico ter reciklirana (10). Prečno zamreževanje izvajajo encimi 
transpeptidazne domene penicilin vezavnih proteinov (PBP) in običajno poteka med 
karboksilno skupino D-Ala na položaju 4 peptidne verige in amino skupino na položaju 3 
sosednje peptidne verige, bodisi neposredno (večina G- bakterij) ali prek kratkega 
peptidnega mostu iz 1–7 aminokislinskih ostankov (večina G+ bakterij). Evolucijsko 
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najbolje ohranjene med različnimi vrstami bakterij so glikanske verige, medtem ko obstaja 
določena stopnja variabilnosti med peptidnimi verigami in strukturo peptidnega mostu. 
Največje razlike najdemo na položaju 3 peptidne verige, kjer je aminokislina običajno 
diamino kislina, mezo-A2pm (večina G- bakterij) ali L-Lys (večina G+ bakterij). 
Aminokislini na položajih 4 in 5 sta dodani kot dipeptid, katerega sintezo izvaja encim Ddl. 
Sevi z naravno ali pridobljeno odpornostjo na vankomicin imajo na položaju 5 D-Laktat ali 
D-Serin (8). Slednja zamenjava vodi do zmanjšane vezavne afinitete protimikrobnih 
učinkovin za njihove tarče (npr. glikopeptidnih: 1000-krat nižja pri D-Alanin-D-Laktat in 7-
krat nižja pri D-Alanin-D-Serin) (11).  
  
Slika 1: Struktura premreženih monomernih enot peptidoglikana. Povzeto po (8). 
1.3.4. Biosinteza peptidoglikana in biokemija D-alanina 
Sinteza peptidoglikana je sestavljena iz približno 20 encimskih reakcij (12). Biosintezna pot 
se začne v citoplazmi (sinteza nukleotidnih predhodnikov), nadaljuje na notranji strani 
citoplazmatske membrane (sinteza lipidnih intermediatov) in konča v periplazmatskem 
prostoru (reakcije polimerizacije). V citoplazmi najprej iz fruktoze-6-fosfata s sklopljenimi 
reakcijami encimov Glm nastane UDP-GlcNAc, iz katerega je nato s sklopljenimi reakcijami 
Mur encimov (Mur A–F) sintetiziran UDP-MurNAc-pentapeptid (9, 12). Vključitev D-
alanina v tripeptidni peptidoglikanski predhodnik, UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu-L-Lys (ali 
mezo-A2pm) katalizira zaporedno delovanje naslednjih encimov: alanin racemaze (Alr, 
DadX), D-alanin-D-alanin ligaze (Ddl) in UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu-L-Lys--D-Ala-D-
Ala ligaze (MurF) (slika 2) (10–13). Ddl ima visoko specifičnost za D-aminokisline na N-
terminalnem koncu in nizko specifičnost za tiste na C-terminalnem koncu. V nasprotju z 
5 
 
njim ima encim MurF nizko specifičnost za aminokisline na N-terminalnem in visoko 
specifičnost za aminokisline na C-terminalnem mestu dipeptida. Komplementaren profil 
specifičnosti zagotavlja, da je dipeptid D-Ala-D-Ala glavni v procesu priključitve 
tripeptidnemu predhodniku peptidoglikana z nastankom UDP-MurNAc pentapeptida (8, 9, 
12, 13). 
 
Slika 2: Del poti biosinteze peptidoglikana, ki poteka v citoplazmi celic bakterij. Povzeto po 
(12). 
Iz sintetiziranega UDP-MurNAc-pentapeptida poteka na notranji strani citoplazemske 
membrane tvorba lipidnih intermediatov, lipida I in lipida II (12). Lipid II, ki je zadnji 
monomerni predhodnik sinteze peptidoglikana, prehaja s pomočjo integralnih membranskih 
proteinov flipaz skozi citoplazemsko membrano v periplazmo, kjer se z encimskima 
aktivnostima glikoziltransferaz in DD-transpeptidaz vključi v rastoči peptidoglikan. 
Transglikozilazna domena PBP polimerizira sladkorne enote lipida II v glikanske verige, pri 
čemer transpeptidazna domena PBP s sproščanjem terminalne D-Ala v periplazmo zamreži 
peptide sosednjih glikanskih verig v 3D mrežo (12, 13). Prosta D-Ala prehaja iz 
zunajceličnega okolja v periplazmo in citoplazmo s pomočjo alaninskih transporterjev in 




Slika 3: Biokemija D-Ala pri Gramnegativnih bakterijah. Povzeto po (10). 
1.4. Encim D-Alanin-D-Alanin ligaza 
1.4.1. Splošno o encimu 
D-alanin-D-alanin ligaza (Ddl, E.C. številka 6.3.2.4) je encim, ki katalizira od ATP odvisno 
dimerizacijo dveh molekul D-alanina v dipeptid D-Ala-D-Ala, ki je kasneje združen v 
predhodnik celične stene UDPMurNAc-pentapeptid (14). Encim vsebuje med 300 in 360 
aminokislin in velja za dobro ohranjenega med prokarionti (15). Glede na dejstvo, da je Ddl 
edinstven za bakterije in izkorišča D-aminokisline, je potencialna tarča za selektivno 
protibakterijsko delovanje z zaviranjem vezanim na D-aminokisline (14). V določenih 
bakterijah (npr. E. coli) obstajata dve kopiji encima Ddl (EcDdlA in EcDdlB), ki kljub njuni 
razliki v velikosti in podobnosti sekvence (le okoli 35 %) izkazujeta podobno katalitično 
učinkovitost in sposobnost prepoznavanja substrata. Možna razlaga za obstoj dveh kopij je, 
da zagotavljata učinkovito rast in preživetje encima pod različnimi pogoji rasti (14, 16). 
Zaradi kromosomskih sprememb med vrstami prihaja do odpornosti na nekatere antibiotike 
znotraj družine Ddl. Razlog je v veliko večji substratni specifičnosti C-terminalne domene 
nekaterih encimov, kar vključuje proizvajanje dipeptidov D-Alanin-D-Laktata ali D-Alanin-
D-Serina (15). V času pisanja (1. 9. 2020) je bilo v bazi UniProt (www.uniprot.org) 608 





1.4.2. Struktura encima 
Encim Ddl spada v družino od ATP odvisnih encimov, za katere je značilna struktura iz treh 
dobro definiranih domen. V primeru Ddl so to N-terminalna, centralna in C-terminalna 
domena (slika 4) (17). Vsaka monomera Ddl je sestavljena iz enega vezavnega mesta za 
ATP in dveh vezavnih mest za dva substrata D-Ala. Slednji vezavni mesti se nahajata na 
presečišču N- in C-terminalne domene, kjer ima prvo vezavno mesto večjo afiniteto za D-
Ala kot drugo. Centralna in C-terminalna domena ustvarjata ozek vezavni žep za ATP. ATP 
in dva D-Ala substrata se vežejo na sosednja mesta v središču Ddl monomere z namenom 
pospešitve nastanka dipeptida D-Ala-D-Ala (17, 18). Encim ima štiri zanke, to so zanka 1 iz 
N-terminalne domene, zanka 2 iz osrednje domene ter zanki 3 in 4 iz C-terminalne domene. 
Zanke 1–3 s konformacijskimi spremembami dopolnjujejo katalitično aktivnost Ddl (18, 
19).  
 
Slika 4: Struktura Ddl monomere. Centralna, C- in N-terminalna domena so prikazane v 
modri, rumeni in rdeči barvi. 
1.4.3. Katalitska reakcija 
Reakcija, ki jo katalizira D-alanin-D-alanin ligaza, poteka v dveh polovičnih reakcijah in 
vključuje tvorbo dveh intermediatov, acilfosfatnega in tetraedrskega. V prvi polovici 
reakcije se ATP in dva Mg2+ iona vežejo z namenom pospešitve zapiranja P-zanke encima 
(zanke 1). Sledi vezava prvega substrata D-Ala (DAL 1), ki se veže na mesto poleg ATP in 
kar povzroči zaprtje Ω-zanke (zanke 2). Preko fosforilacije karboksilata DAL 1 z ATP 
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nastane intermediat D-ala-fosfat. V drugi polovični reakciji drugi substrat D-Ala (DAL 2) v 
njegovi deprotonirani obliki vstopi v aktivno mesto, kjer napade fosforilirani karbonilni 
ogljik D-Ala 1. Nastane tetraedrični intermediat D-Ala-D-Ala fosfat in kompleks se 
popolnoma zapre (zaprtje ω-zanke oz. zanke 3). S propadom tetraedričnega intermediata in 
izgubo anorganskega fosfata nastane dipeptid D-Ala-D-Ala (slika 5) (18). 
 
 
Slika 5: Shema reakcije, ki jo katalizira encim Ddl. 
1.5. Za razvoj učinkovin primerna tarča 
Idealna tarča za razvoj novih protimikrobnih ZU naj bi bila na eni strani esencialna in vivo, 
evolucijsko ohranjena na ravni sekvence med vsemi izolati ciljnih patogenih bakterij in 
vsesplošno prisotna pri bakterijah ter na drugi strani dovolj različna od katerega koli 
človeškega homologa, odsotna ali ne-esencialna pri ljudeh. Tarča mora biti primerna za 
razvoj novih ZU, kar pomeni, da je sposobna vezave majhne molekule, ki ni njen substrat, 
in občutljiva na način, da zaviranje ali aktivacija proteinske funkcije vodi v celično 
disfunkcijo. Za izognitev navzkrižni odpornosti bi se morala tarča strukturno in funkcionalno 
razlikovati od že znanih tarč, mest ali poti delovanja. Z vidika dostopnosti ZU do mesta 
delovanja velja, da je znotrajcelična lokacija pomemben dejavnik, saj je razmeroma težko 
dostopna. V začetnih prizadevanjih razvoja novih ZU so zaželene predvsem tarče z znano 
funkcijo, strukturo in lastnostmi. Pri ugotavljanju potencialnosti torej ni nujno potrebno 
zavreči tistih tarč, za katere že obstajajo uspešni antibiotiki, saj obstaja več načinov zaviranja 
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funkcionalne enote. Pomembna je tudi in vitro stabilnost in primernost tarče za rešetanje 
visoke zmogljivosti. Analiza utišanja genov je običajno prvi korak pri ugotavljanju 
informacij o potencialnosti posameznih tarč. Identifikacija genov, ki so zelo ohranjeni 
znotraj in med bakterijskimi vrstami, najverjetneje vodi do esencialnih genov, ki sodelujejo 
v ključnih bakterijskih procesih (20–22). 
1.5.1. Esencialnost in evolucijska ohranjenost 
Bakterije imajo običajno nekaj sto esencialnih genov, kar predstavlja približno 10 % 
celotnega genetskega komplementa. Esencialni geni so tisti, ki so potrebni za celično 
sposobnost preživetja in normalno razmnoževanje. Pogosto uporabljena metoda za 
določanje esencialnih genov, ki temelji na utišanju posameznih genov in določitvi njihove 
pomembnosti, je CRISPRi metoda (CRISPR ali okrajšava za clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats, slovensko gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih 
ponovitev) (ang. CRISPR interference). Metoda omogoča rezanje genoma živih organizmov 
na želenem mestu in s tem odstranitev obstoječih ali vnos novih genov. Uporablja se za 
iskanje majhnega števila pomembnih genov ali genskih zaporedij. Pri tem lahko ugotovimo, 
ali je tarča pomembna za rast in/ali preživetje organizma. Utišanje tarče, ki je ključna za 
razmnoževanje, vodi v zavrtje rasti, medtem ko utišanje tarče, bistvene za preživetje, vodi v 
smrt organizma. Blago utišanje esencialnih genov lahko znatno zmanjša preživetje v 
stacionarni fazi, ne da bi vplivalo na maksimalno hitrost rasti, kar namiguje, da nivo 
esencialnih proteinov maksimizira rast v stacionarni fazi. Poznati vlogo esencialnih genov 
pri bakterijah je torej pomembno za razumevanje kontrole rasti bakterij in razvoj novih 
protibakterijskih ZU (23).  
Dober napovednik za razvoj učinkovin primerne tarče je tudi evolucijska ohranjenost. 
Stopnja slednje odseva ravnovesje med naravno težnjo po mutaciji in splošno potrebo po 
ohranitvi strukturne celovitosti in funkcije encima. Esencialni geni so tisti, ki so se skozi 
evolucijo počasneje razvijali od ne-esencialnih genov, zato so se aminokislinski ostanki, ki 
so kritični za delovanje ali strukturo, ohranili v homolognih sekvencah proteinov. Visoka 
ohranjenost tarče skozi evolucijo velja za ugodno z vidika delovanja na širok spekter 
bakterij. Dobro ohranjena tarča ima najverjetneje majhno toleranco do mutacij, kar 
zmanjšuje možnost pojava odpornosti. S primerjavo evolucijskega vzorca aminokislinskih 
zaporedij lahko tako določimo ohranjenost proteinske tarče, razkrijemo področja, ki so 
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pomembna za strukturo in/ali delovanje encima, in ugotovimo, kateri položaji v sekvencah 
so bolj nagnjeni k mutacijam, kar je pri bakterijskih encimih zelo pomembno (24, 25).  
1.6. Povezava med fizikalno-kemijskimi lastnostmi spojin in 
prehajanjem spojin v bakterije 
Sposobnost ZU, da povzroči farmakološki/terapevtski učinek, je povezana z vplivom 
različnih fizikalno-kemijskih lastnosti te molekule na tarčno biološko molekulo (26). Že sam 
Lipinski, ki velja za začetnika povezave fizikalno-kemijskih lastnosti z lastnostmi prehajanja 
bioloških barier sesalcev, je antibiotike uvrstil med izjeme, ki ne sovpadajo z njegovim 
pravilom petic (27). Pravilo petic in številne podobne smernice so dobro uveljavljene za 
evkariontske celice in nekoliko slabše prilagojene bakterijski celici (28). Preučevanja 
fizikalno-kemijskih lastnosti protibakterijskih ZU so se lotile številne farmacevtske družbe, 
saj pomanjkanje ustreznega prodora do mesta delovanja velja za enega izmed 
najpomembnejših razlogov pri neuspehu razvoja teh ZU (29). Številni zaviralci kažejo 
močno zaviralno aktivnost na bakterijski tarči, vendar pri testih na celotnem organizmu ne 
dosežejo ustrezne protibakterijske aktivnosti. Pri tem je ključno razumevanje strukture 
bakterijskih celičnih sten in membran, ki se razlikujejo med različnimi bakterijami (28).  
Farmacevtska družba GlaxoSmithKline (GSK) in raziskava Davis et. al. sta pri preučevanju 
sicer manjšega vzorca protibakterijskih ZU prišli do podobnega sklepa, da imajo 
protibakterijske ZU običajno večje MM in večjo polarnost, v primerjavi z ZU z drugimi 
terapevtskimi indikacijami (27). Povečana polarnost se je odražala tudi v PSA, številu 
donorjev in akceptorjev vodikove vezi. Različne fizikalno-kemijske lastnosti so bile opažene 
tudi pri delitvi bakterij na G+ in G- bakterije. Povprečna MM je bila višja zlasti pri ZU z 
delovanjem le na G+ bakterije, in sicer zaradi razlike v celični steni, ki za razliko od G- ne 
vsebuje zunanje lipidne membrane. Kljub temu je 95 % protibakterijskih ZU imelo MM pod 
600 g/mol (29).  
Pri nadaljnjih raziskavah fizikalno-kemijskih lastnosti, analizi podatkov iz podatkovne baze 
ChEMBL (okrajšava za Chemical database maintained by the European Bioinformatics 
Institute – EBI of the European Molecular Biology Laboratory – EMBL, slovensko 
Kemijska podatkovna baza, ki jo vodi Evropski inštitut za bioinformatiko Evropskega 
laboratorija za molekularno biologijo) in pregledu poročil o izkušnjah farmacevtskih podjetij 
pri razvoju protibakterijskih ZU so prišli do podobnih zaključkov, pri čemer je analiza 
podatkov iz ChEMBL-a za oba parametra dala nekoliko bolj podobne rezultate z ZU drugih 
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indikacij. Prav tako poročila farmacevtskih podjetij podpirajo sklep, da imajo 
protibakterijske ZU pogosto običajne fizikalno-kemijske lastnosti spojin, podobnih 
učinkovinam in da nekoliko večja MM in polarnost nista nujni lastnosti, da ZU izkazuje 
protibakterijsko aktivnost. Za ZU z vrednostmi fizikalno-kemijskih lastnosti v običajnem 
območju tako obstaja verjetnost, da bodo imele močno protibakterijsko delovanje. Veliko 
protibakterijskih ZU je namreč namenjenih intravenski uporabi in zato tudi optimiziranih na 
višjo polarnost z namenom povečanja topnosti (27). 
Pri problemu neuspeha ZU pa gre tudi za vprašanje vpliva efluksa in ne samo penetracije v 
bakterijsko celico, na kar kaže ena izmed analiz farmacevtske družbe AstraZeneca z 
ugotovitvijo, da so molekule z nizkim efluksom običajno majhne in polarne ali velike in 
zwitterionske (27). Kljub temu še vedno ni splošnih pravil, ki bi zagotovila ustrezno 














2. NAMEN DELA 
V okviru magistrske naloge nas bo zanimala primernost bakterijskega encima D-alanin-D-
alanin ligaze (Ddl) kot tarče za nove protibakterijske učinkovine. Pri našem delu bomo 
uporabljali prosto dostopna bioinformacijsko vodena orodja in podatkovne baze. S pomočjo  
podatkovne baze esencialnih genov (ang. Database of Essential Genes, DEG) bomo 
preverili, za kakšen spekter bakterij je encim esencialen. Zanimala nas bo evolucijska 
ohranjenost posameznih aminokislin glavne verige encima. S ciljanjem na evolucijsko 
ohranjene aminokislinske ostanke, ki odražajo pomembnost teh ostankov za encim, je možno 
doseči širši spekter delovanja, zmanjšati odvisnost aktivnosti od neohranjenih ostankov, pri 
tem pa so mutacije zaradi njihove pomembnosti za viabilnost bakterij manj verjetne. 
Evolucijsko ohranjenost aminokislinskih ostankov bomo z namenom bolj enotne ocene 
evolucijske ohranjenosti posameznih položajev prileganj kvantitativno ovrednotili z uporabo 
dveh strežnikov (The Scorecons server in The Consurf server) in enega programa (Jalview). 
Z uporabo strežnika FTMap bomo površino encima analizirali z vidika vezavnih žepov ter 
določili, katere aminokisline v aktivnem mestu so z vidika vezave najbolj ugodne za sidranje 
novih ZU. Zaviralci zasnovani na močnih vodikovih in hidrofobnih interakcijah z 
aminokislinskimi ostanki glavne verige lahko najverjetneje omejijo pomembne interakcije z 
mutiranimi deli. S povezavo obeh analiz (evolucijske ohranjenosti in tvorbe interakcij) bomo 
identificirali ključne aminokisline. S pomočjo strokovne literature in podatkovne baze 
ChEMBL bomo oblikovali seznam z do sedaj znanimi najbolj potencialnimi zaviralci, ki ga 
bomo ustvarili na podlagi znanih zaviralnih lastnosti zaviralcev. Za slednje bomo z orodjem 
SwissADME preverili njihove fizikalno-kemijske lastnosti, lipofilnost, vodotopnost, 
farmakokinetične lastnosti, ocenili bomo intrinzične lastnosti, dostopnost sinteze in 
varnostni profil. Namen je ugotoviti ali so objavljeni zaviralci spojine, podobne spojinam 
vodnicam oz. spojine, podobne učinkovinam in imajo posledično potencial za nadaljnji 






3. MATERIALI IN METODE 
3.1. Opisi uporabljenih bioinformacijskih podatkovnih baz, orodij in 
programov 
3.1.1. UniProt 
UniProt (30) je podatkovna baza, ki omogoča prost dostop do najnovejših podatkov o 
sekvencah proteinov in njihovih bioloških vlogah. Pri tem gre za sodelovanje Evropskega 
inštituta za bioinformatiko (ang. The European Bioinformatics Institute, EMBL-EBI), 
Švicarskega inštituta za bioinformatiko (ang. Swiss Institute of Bioinformatics, SIB) in baze 
podatkov proteomskih in genomskih raziskav Univerze v Georgetownu (ang. The Protein 
Information Resource, PIR) (31).  
3.1.2. Podatkovna baza esencialnih genov (ang. Database of Essential 
Genes, DEG) 
Podatkovna baza DEG (32) zajema esencialne kot tudi ne-esencialne gene arhealnih, 
bakterijskih in evkariontskih organizmov, ki so bili določeni pod različnimi testnimi pogoji. 
Iskanje in prileganje sekvenc je opravljeno z algoritmom BLAST, izbiramo lahko med 
prileganjem sekvenc posameznega gena ali sekvenc celotnega genoma proteina. Vsak gen v 
bazi ima svojo identifikacijsko številko, referenčno številko gena, identifikacijsko številko 
kodirajočega proteina, opredeljeno funkcijo gena, ime gena, sinonim imena, organizem, v 
katerem je bil določen gen, in pripadajočo sekvenco. Iskanje v bazi DEG lahko poteka na 
podlagi vseh teh vnosov za posamezen gen. Poleg genov baza vsebuje tudi druge esencialne 
elemente genoma, kot so esencialne ne-kodirajoče verige RNA, regulatorne sekvence, 
esencialni promotorji in izvori replikacij (33–35)  
3.1.3. KNIME 
The Konstanz Information Miner (KNIME) je prosto dostopno analitično orodje za 
ustvarjanje delovnih procesov (ang. Workflow) za obdelavo in analizo vseh vrst podatkov. 
Uvoženi podatki se shranijo v obliki preglednice, kjer imajo stolpci določeno vrsto podatkov 
in poljubno število vrstic. Delovni procesi so sestavljeni iz vozlišč, ki so med seboj 
povezana. Podatki se prenašajo prek povezav med vozlišči, kjer jih vozlišča obdelajo in 
trajno shranijo. Vozlišča izvajajo širok spekter funkcij, kot so: branje/pisanje, statistična 
analiza, algoritmi podatkovnega rudarjenja, grafična vizualizacija, generiranje poročil. 




Jalview je del programske opreme za bioinformatiko, ki omogoča ogled, analizo in ročno 
urejanje sekvenc in njihovih prileganj. Ročno urejanje prileganj sekvenc je zelo uporabno v 
primeru različnega številčenja aminokislinskih ostankov med različni programi 
samodejnega prileganja sekvenc. Program je sposoben obravnave na tisoče sekvenc hkrati. 
Preko povezave s spletnimi storitvami omogoča predvidevanje sekundarnih struktur, 
pridobivanje proteinskih ali nukleinskih sekvenc, prileganja, anotacije in pridobitev lastnosti 
o sekvencah. Anotacije vključujejo ohranjenost fizikalno-kemijskih lastnosti, kvaliteto 
prileganja, ohranjenost aminokislinskih ostankov na pozicijah in zasedenost posameznih 
položajev. Analiza z drevesnim prikazom sekvenc omogoča prikaz evolucijske ohranjenosti 
aminokislinskih zaporedij. Program vključuje tudi različna označevanja sekvenc z barvami, 
kot so barvanje glede na anotacije, delež podobnosti, fizikalno-kemijske lastnosti itd. (38, 
39).  
3.1.5. The Scorecons Server 
The Scorecons Server (40) je strežnik, ki kvantitativno ovrednoti ohranjenost 
aminokislinskih ostankov pri prileganju multiplih sekvenc (ang. Multiple sequence 
alignment, MSA). Evolucijska ohranjenost posameznega položaja v sekvenci temelji na 
stopnji variabilnosti aminokislin v vsakem stolpcu prileganja. Informacijo o prileganju poda 
kot celokupno oceno raznolikosti prileganja (ang. Diversity assessment) in kot oceno 
ohranjenosti (ang. Conservation scores). Raznolikost aminokislinskih ostankov v stolpcih 
prileganj je izračunana z uporabo Shannonove teoretične entropije (enačba 1). Izračuni 
števila entropije so normalizirani tako, da ohranjeni položaji z nizko entropijo dosežejo 
Shannonovo število 1, visoko variabilni položaji z visoko entropijo pa Shannonovo število 
0 (enačba 2). Ostanki s Shannonovim številom ≥ 0,7 veljajo za zelo ohranjene. Velja, da 
imajo bolj ohranjeni ostanki nizko entropijo in obratno.  




Enačba 1: Shannonova entropija. 
𝐶𝐶𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑎𝑎 =  
−  ∑ 𝑝𝑝𝑎𝑎𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙2𝑝𝑝𝑎𝑎𝐾𝐾𝑎𝑎
𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙2(min(𝑁𝑁,𝐾𝐾))
 
Enačba 2: Izračun števila entropije z uporabo normalizirane Schannonove funkcije. 
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N= število aminokislinskih ostankov v stolpcu 
K= število različnih aminokislinskih ostankov  
na= število aminokislinskih ostankov tipa a 
pa= na/N 
Na voljo je pet parametrov ocene ohranjenosti, pri tem obstajata dve vrsti matrične 
transformacije, linearna in Karlinlike. Slednja tiste aminokisline, ki so bolje ohranjene z 
večjo težo ovrednoti (41).  
3.1.6. The Consurf Server 
The ConSurf Server (42) je avtomatizirano bioinformacijsko orodje za identifikacijo 
funkcionalno pomembnih regij v sekvencah z metodo površinskega kartiranja stopnje 
ohranjenosti vsakega aminokislinskega položaja v sekvenci. Vhodni podatek je lahko 
sekvenca ali 3D struktura poizvedbenega proteina iz podatkovne baze proteinov (PDB). 
Ocena evolucijske ohranjenosti med sekvencami proteinov, DNK ali RNK ali je podana na 
osnovi filogenetskih odnosov homolognih sekvenc in parametra matrike zamenjav za oceno 
podobnosti med aminokislinami oz. nukleinskimi kislinami. Celoten postopek se izvede 
glede na referenčno sekvenco, ki jo določimo sami. Strežnik uporablja empirično Bayesovo 
metodo ali metodo največjega verjetja, s katero dobimo precej natančno oceno stopnje 
evolucije. Ocena na podlagi filogenetskih razmerij med homologi in specifične dinamike 
analiziranih sekvenc z uporabo naprednih verjetnostnih evolucijskih modelov olajša 
razlikovanje med navidezno ohranjenostjo zaradi kratkega evolucijskega časa in resnično 
ohranjenostjo, ki reflektira rezultat selektivne selekcije. Izris filogenetskega drevesa je 
pridobljen z algoritmom združevanja sosedov. Strežnik omogoča nastavitev maksimalnega 
števila homolognih sekvenc in števila ponovitev. Sekvence so klastrirane in maksimalni 
delež podobnosti med sekvencami je z namenom izognitve pristranskosti nastavljen na 95 
%. Za analizo je uporabljena samo ena sekvenca iz vsakega skupka. Minimalni delež 
ohranjenosti za homologne sekvence, da sekvence vzame za primerjavo, je samodejno 
nastavljen na 35 %. Stopnje ohranjenosti položajev so normalizirane in razvrščene v devet 
razredov, od Consurf ocene 1 za najbolj variabilne in najhitreje razvijajoče se položaje do 
Consurf ocene 9 za najbolj evolucijsko ohranjene položaje v sekvenci. Ker gre za 
normalizacijo, je potrebno upoštevati, da Consurf ocena 9 ne pomeni nujno 100-% 
ohranjenosti in položaje brez mutacij, ampak kaže na položaje, ki so najbolj ohranjeni v 
specifičnem proteinu (43–47).  
16 
 
3.1.7. Raziskovalni kolaboratorij za strukturno bioinformatiko 
podatkovna baza proteinov (RCSB PDB) 
Podatkovna baza PDB vključuje vizualizacijo sekvenc in 3D struktur proteinov, DNK in 
RNK, ki so bile eksperimentalno določene z makromolekularno kristalografijo, slikanjem z 
jedrsko magnetno resonanco (NMR) ali 3D elektronsko mikroskopijo (48). Skoraj 75 % 
struktur v bazi PDB vključuje tudi enega ali več ligandov (49). Za vsako PDB strukturo baza 
vsak teden integrira podatke iz približno 40 zunanjih virov. Iskanje v bazi je mogoče s PDB 
ID-jem, sekvencami in imeni makromolekul ter SMILES zapisi ligandov. SMILES je 
kemijski zapis v obliki znakov ASCII, ki omogoča predstavitev kemijske strukture na način, 
da jo je računalnik zmožen prebrati.  
Rezultati iskanja omogočajo vpogled v podatke, kot so: eksperimentalna metoda določitve 
strukture makromolekule, resolucija, R faktor, tip in vir difrakcije kristalne strukture, ime, 
struktura, formula in MM liganda, organizmi, iz katerih so izolirali makromolekulo, gostitelj 
izražanja, vpogled v biološko vlogo in podobno (50).  
3.1.8. Chimera 
Chimera je program, ki omogoča vizualizacijo struktur bioloških makromolekul, opazovanje 
sidranja ligandov v strukture ter analizo podatkov, kot so karta gostote, trajektorije itd. Preko 
povezav z nekaterimi programi, ki izvajajo MSA, omogoča analizo rezultatov MSA (51). Z 
uporabo Consurf barvne skale (cian-vijolična barva) lahko s programom opazujemo 
ohranjenost amino/nukleo-ostankov bioloških makromolekul. V tem primeru cian (sinja) 
barva predstavlja variabilne položaje (ocena ohranjenosti, Consurf ocena 1), vijolična pa 
ustreza dobro ohranjenim položajem (ocena ohranjenosti, Consurf ocena 9) v sekvenci (47).  
3.1.9. PyMOL 
PyMOL je grafično orodje, ki omogoča vizulizacijo bioloških makromolekul, gostote 
elektronov, površin in trajektorij. Pri urejanju struktur omogoča dvanajst načinov stereo 
vizualizacije in na stotine parametrov nastavitve grafičnih učinkov, npr. nastavitve 
prosojnosti in osvetlitve. Napisan je v programskem jeziku Python, ki je eden izmed najbolj 
uporabljanih programskih jezikov. Povezave PyMOL-a s številnimi zunanjimi programi 





FTMap (53) je spletni računski strežnik, ki skozi celotno površino biološke makromolekule 
sidra majhne organske molekule različnih velikosti, oblik in polarnosti. Slednje predstavlja 
šestnajst molekulskih prob (etanol, izopropanol, izobutanol, aceton, acetaldehid, dimetil 
eter, cikloheksan,  etan,  acetonitril,  urea,  metilamin,  fenol, benzaldehid, benzen, acetamid 
in N, N-dimetilformamid), ki pokrijejo ves prostor funkcionalnih skupin in omogočajo 
prepoznavanje ter napoved optimalnih vezavnih mest za ZU na izbrani tarči. Pri tem gre za 
računanje vezavne energije liganda milijarde položajev prob, sidranih v strukturo 
makromolekule. Vezavna mesta, ki so optimalna, so območja z velikimi prispevki k prosti 
vezavni energiji liganda. Vhodni podatki so PDB ID številke ali naložene strukture v PDB 
formatu za proteine, DNK in RNK. Ovrednotenje vezav je najpogosteje določeno z 
rentgensko kristalografijo in slikanjem z jedrsko magnetno resonanco (NMR) (54).  
3.1.11. ChEMBL 
ChEMBL (55) (okrajšava za Chemical database maintained by the European Bioinformatics 
Institute – EBI of the European Molecular Biology Laboratory – EMBL, slovensko 
Kemijska podatkovna baza, ki jo vodi Evropski inštitut za bioinformatiko Evropskega 
laboratorija za molekularno biologijo) je prosto dostopna, ročno kurirana podatkovna baza 
molekul s podatki o aktivnostih oz. ne-aktivnostih teh molekul proti tarčam in/ali ciljnim 
organizmom, izračunanimi molekularnimi lastnostmi in informacijah o genomih tarč. V 
pomoč je pri presejanju biološko aktivnih molekul, saj pripomore k preučitvi SAR (odnosu 
med strukturo in delovanjem ZU) podatkov in ne-ciljnih učinkov molekul. Vključuje 
podatke, kot so: vrsta testa, testni organizem, določljiva lastnost, tarča, biološka aktivnost z 
informacijami o vezavi, delovanju, učinkovitosti, farmakokinetiki in toksičnosti. Podatki so 
večinsko pridobljeni iz znanstvene literature (56, 57). Najnovejša različica (ChEMBL 27) je 
do datuma 20. 10. 2020 vsebovala informacije o bioaktivnostih, pridobljenih iz 76 086 
publikacij.  
3.1.12. SwissADME 
SwissADME (58) je prosto dostopno spletno orodje s hitrimi, vendar robustnimi 
napovednimi modeli za fizikalno-kemijske lastnosti, farmakokinetične lastnosti (ADME 
lastnosti), podobnost z učinkovinami in ostale lastnosti, povezane s farmacevtsko kemijo. 
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Orodje omogoča tudi hiter vizualni pregled parametrov podobnosti z učinkovinami v obliki 
šesterokotnega radarja biološke uporabnosti in intuitivno grafično predvidevanje pasivne 
črevesne absorpcije ter prehajanja možganske bariere spojin z modelom BOILED-Egg (59). 
3.2. Bioinformacijske analize encima Ddl  
3.2.1. Določanje esencialnosti encima Ddl 
Pri preučevanju, za kakšen spekter bakterij je encim Ddl esencialen, smo morali najprej 
ugotoviti, katera so obstoječa imena, različice imena gena za Ddl.  S pomočjo podatkovne 
baze UniProt (30), ki vsebuje sekvence posameznih proteinov in analitičnega orodja 
KNIME, ki lahko podatke prefiltrira, smo ugotovili, da obstajajo tri različice gena za Ddl, in 
sicer ddl, ddlA in ddlB.  
Analiza je potekala tako, da smo v podatkovni bazi UniProt, v bazi proteinov UniProtKB, v 
brskalnik zapisali Ddl. Vseh zadetkov v UniProtu je bilo v času pisanja (7. 7. 2020) 47 997, 
od tega 608 ročno in 47 389 računalniško pregledanih. Izbrali smo razvrsti po stolpcih (ang. 
filter by_Columns), označili po približno 50 oznak, shranili in vse podatke (vse možne 
oznake) naložili v formatu Tab-separated. Z analitičnim orodjem KNIME smo naložene 
podatke prefiltrirali v ustrezno Excel preglednico, kjer smo ugotovili, da obstajajo tri 
različice gena za encim Ddl. Vsak datoteka se je odprla z bralcem datotek in podatki so se 
združili v obliki Excel preglednice.  
S pomočjo podatkovne baze esencialnih genov (DEG) (32) smo ugotovili, katera različica 
gena je esencialna za posamezno bakterijo. Postopek je bil sledeč: izbrali smo bakterije (ang. 
Bacteria), iskanje (ang. Search), ime gena (ang. Gene name), kjer smo vpisali Ddl, in oddaj 
(ang. Submit). Za slednje različice genov torej velja, da utišanje genov za Ddl povzroči 
oslabitev bakterije ali njeno smrt.  
Na temo utišanja genov (ang. Gene knockout) smo v strokovnih člankih, katerih povezave 
so bile podane pod rezultati podatkovne baze DEG, in drugih člankih, ki smo jih poiskali v 
podatkovnih bazah PubMed, Web of Science in ScienceDirect, ugotavljali, ali utišanje gena 
povzroči zgolj oslabitev rasti ali smrt bakterije.  
3.2.2. Ugotavljanje števila znanih sekvenc encima Ddl med bakterijami 
Zanimalo nas je število znanih sekvenc encima Ddl znotraj ESKAPE organizmov, kolikšen 
je delež ESKAPE organizmov z znano sekvenco Ddl glede na vse patogene bakterije, 
zastopanost Ddl sekvenc glede na vse bakterije (patogene in nepatogene) in med najbolj 
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pogostimi patogenimi bakterijami. Za slednje smo si sami ustvarili seznam. V strokovnih 
člankih (60, 61) in na spletni strani WHO (62) smo poiskali podatek, za katere patogene 
bakterije je razvoj protibakterijskih učinkovin najbolj nujen oz. katere bakterije so najbolj 
pogosti patogeni in po frekvenci povzročijo največ bolezni. Iz vsakega rodu bakterij smo 
vzeli po enega predstavnika. Izkazalo se je, da je takšnih bakterij 45, ta podatek smo 
uporabili kot reprezentativen za patogene bakterije in na podlagi tega naredili analize. Vir 
podatkov je bila podatkovna baza UniProt s podatki, ki smo jih predhodno naložili. Z 
orodjem KNIME smo podatke obdelali in grafično predstavili. 
3.2.3. Prileganje multiplih sekvenc z UniProtom 
Zanimalo nas je, kakšna je evolucijska ohranjenost posameznih aminokislinskih ostankov 
sekvenc encima Ddl. Prileganje multiplih sekvenc (ang. Multiple sequence alignment, MSA) 
smo izvedli z UniProt-ovim orodjem za prileganje, ki uporablja program Clustal Omega. Pri 
obdelavi seznama UniProt ID-jev smo izločili vse sekvence, ki niso bile popolne in so med 
drugim vključevale na primer samo eno domeno encima Ddl. Postavili smo si kriterij 250 
aminokislinskih ostankov in izločili vse sekvence, ki so bile krajše. 
Pri ugotavljanju evolucijske ohranjenosti aminokislinskih ostankov smo kot vzorec vzeli 
bakterije, ki so si evolucijsko gledano najbolj daleč. To smo naredili na način, da smo 
ustvarili seznam bakterij, kjer smo iz 22 različnih rodov bakterij vzeli po enega predstavnika 
iz vsakega rodu in izvedli MSA. Postopek MSA je bil sledeč: v UniProtu smo kliknili na 
ukaz prileganje (ang. Align), kopirali vse UniProt-ove identifikatorje (UniProt ID) slednjih 
bakterij in izvedli ukaz zaženi prileganje (ang. Run Align).  
Prileganje sekvenc med ESKAPE organizmi, kjer smo prilegali zaporedja aminokislin 
znotraj posamezne vrste bakterije skupine ESKAPE, nam je omogočilo ugotoviti, katera 
bakterija je najmanj/najbolj dovzetna za mutacije. ESKAPE bakterije vključujejo celoten 
rod Enterobacter spp., zato smo morali najprej poiskati vse vrste bakterij, ki spadajo v dotični 
rod. Pri tem smo si pomagali s tujo strokovno literaturo. Prilegali smo tudi sekvence 45 






3.2.4. Kvantitativno ovrednotenje evolucijske ohranjenosti 
aminokislinskih ostankov sekvenc encima Ddl 
3.2.4.1. Program Jalview 
V program Jalview verzija 2.11.1.4 smo uvozili vsako posamezno MSA iz UniProta. Zagnali 
smo program, izbrali datoteka (ang. File), nastavitev vhoda prileganja (ang. Input 
alignment), iz URL-ja (ang. From URL) in kopirali link, ki smo ga dobili v UniProtu s 
sledečim postopkom: naloži (ang. Download), oblika zapisa FASTA (ang. Format FASTA), 
nestisnjeno (ang. Uncompressed) in zaženi (ang. Go). V programu smo z ukazoma barva 
(ang. Colour) in metodo identifikacije glede na Jalview konsensus odstotek (ang. Percentage 
identify, PID) vizualno označili stopnjo ohranjenosti aminokislin z modro barvo, ki 
prikazuje odvisnost odtenka barve od evolucijske ohranjenosti aminokislin (slika 6). Bolj 
kot je barva aminokislin temno modra, večja je ohranjenost in več je identičnih aminokislin 
na nekem položaju v sekvenci. Slednja vizualizacija nam je bila v pomoč pri kvantitativnem 
ovrednotenju evolucijske ohranjenosti, kjer smo s pomočjo anotacije Konsensus in Jalview 
konsensus odstotka ročno ovrednotili ohranjenost posameznih položajev v sekvenci.  
 
Slika 6: Barvna skala barvanja po načinu identifikacije Jalview konsensus odstotka (PID, 
ang. Percentage identify). 
3.2.4.2. Strežnik The Scorecons Server  
V strežnik The Scorecons Server smo v formatu FASTA uvozili predhodna v UniProt-u 
izvedena MSA za bakterije iz 22 različnih rodov in 45 najbolj pogostih patogenih bakterij. 
Izbrali smo metodo izračuna (ang. Scoring method) entropična 21 vrst (ang. Entropic 21 
types), ki upošteva 20 standardnih aminokislin in vrzeli (ang. Gaps) ter linearno matriks 
transformacijo (ang. Linear matrix transformation). Ostale nastavitve smo ohranili privzete. 
Strežnik je s pomočjo normalizirane Schannonove funkcije ovrednotil, koliko so posamezne 
aminokisline na določenih položajih v sekvenci evolucijsko ohranjene. Rezultate smo 
kopirali v datoteko s TXT formatom. Z orodjem KNIME smo rezultate obeh prileganj 
obdelali in jih podali v dveh preglednicah, ki prikazujeta, koliko aminokislin spada v 
posamezno kategorijo Shannonovega števila. Preglednici smo izdelali tako, da smo izločili 
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položaje, ki so vsebovali le dve aminokislini ali manj in so bili sestavljeni iz dveh ali več 
vrzeli. Sledilo je klastriranje v 10 skupkov Shannonovih števil. Pri izračunu smo uporabili 
metodi Evklidska razdalja (ang. Euclidean distance) in povezovanje povprečij (ang. Linkage 
Average). S pomočjo funkcije Razvrsti po (ang. Groupby) smo združili vrednosti v 
posameznih skupkih ter izračunali parametre, kot so povprečna vrednost Shannonovega 
števila in ostale vrednosti, podane v preglednicah VIII in IX v Prilogi.  
3.2.4.3. Strežnik The Consurf Server 
Strežnik The Consurf Server nas je najprej vprašal, ali želimo analizirati nukleotide ali 
aminokisline (ang. Analyze Nucleotides or Amino Acids?), odgovorili smo z Aminokisline 
(ang. Amino-Acids). Pri vprašanju, ali je znana proteinska struktura (ang. Is there a known 
protein structure?), smo odgovorili z Ne (ang. NO) in pri vprašanju, ali imate MSA, z Da 
(ang. YES). V obliki FASTA formata smo vnesli MSA 45 najbolj pogostih patogenih 
bakterij, ki nam ga je izvedel UniProt. Consurf je od nas zahteval, da mu povemo, katera je 
primarna oz. referenčna sekvenca, glede na katero želimo primerjati vse ostale sekvence. 
Naša referenčna sekvenca je bila sekvenca bakterije E. Coli, ki je običajno najbolj pogosto 
uporabljana bakterija z vidika številnih raziskav. Izhajajoč iz reference, je strežnik 
samodejno zbiral homologe in izvajal njihovo MSA. Ostale nastavitve smo ohranili privzete. 
Z uporabo empirične Bayesove metode in najboljšega modela evolucijske substitucije so se 
podatki nato v verjetnostnem okviru uporabili za oceno stopnje evolucije položajev v 
sekvenci. To nam je omogočilo ugotoviti, katera aminokislina je najbolj pogosta na 
posameznem položaju. Čisto vsem položajem strežnik sicer ni uspel določiti stopnje 
ohranjenosti, saj so bili podatki nekaterih nezadostni. To je pomenilo, da je manj kot 6 
aminokislinskih ostankov zasedlo določen položaj, ali v primeru, ko je bil ta minimum 
izpolnjen, da je interval zaupanja zajemal štiri ali več barvnih razredov Cosurf ocene. 
Rezultat nam je strežnik podal v datoteki msa_aa_variety_percentage.csv, ki se je nahajala 
pod poglavjem Prileganje (ang. Alignemnt), pod naslovom Raznolikost ostankov po 
položajih v MSA (ang. Residue variety per position in the MSA). Rezultati so bili podani 
kot položaj, delež aminokisline, ki jo najdemo na posameznem položaju, MAX AA (delež 
oz. verjetnost aminokisline, ki je najbolj pogosta na posameznem položaju v sekvenci) v 




3.2.5. Pregled in analiza vseh kristalnih struktur encima Ddl 
Biološko funkcijo encima narekuje razporeditev atomov v 3D strukturi, pri tem lahko gre za 
razporeditev katalitskih ostankov v aktivnem mestu ali pa za način, kako protein interagira 
z drugimi proteini. Imeti informacijo o tem, kako protein funkcionira, je pomembno pri 
ustvarjanju hipotez, kako vplivati nanj, ga nadzorovati ali spreminjati (63). 3D strukturo 
encima narekuje njegovo aminokislinsko zaporedje, vendar je bilo ugotovljeno, da 
strukturna podobnost ni preprosto funkcija identičnosti sekvenc. Na primer: visoka 
podobnost sekvenc z majhno strukturno podobnostjo se lahko zgodi v primeru plastičnosti 
konformacije, vezave liganda, učinka topil, mutacij itd. (64). Ker so 3D strukture ostale skozi 
evolucijo bolj ohranjene kot sekvence, strukturno prileganje omogoča bolj natančno 
prileganje enakih ostankov (65). Prav tako lahko strukturno prileganje razkrije določene 
evolucijske odnose med proteini, ki jih samo prileganje sekvenc ni zmožno (66). Naraščanje 
števila visoko-ločljivostnih kristalnih struktur encima Ddl v RCSB PDB bazi (67) omogoča 
3D prileganje in sidranje z namenom vpogleda v determinante vezave novih ligandov in 
biološko funkcijo. Pripomore k virtualnemu presejanju, razvoju in optimizaciji kandidatnih 
ZU.  
3.2.5.1. Iskanje vseh do sedaj znanih kristalnih struktur encima Ddl 
v podatkovni bazi RCSB PDB 
V podatkovni bazi RCSB PDB smo preverili, koliko je vseh do sedaj že znanih kristalnih 
struktur encima Ddl, jih pregledali in primerjali med seboj. Zanimal nas je delež objavljenih 
kristalnih struktur po posamezni bakteriji. Pomembni podatki so nam bili: koda encima, vrsta 
bakterije, kako je bila kristalna struktura pridobljena (NMR ali XRD), ali je kristalna 
struktura z ligandom ali je le apoencim (oz. kakšna druga varianta), struktura liganda in 
resolucija. Podatke smo pridobili iz baze RCSB PDB na slednji način: na vhodni strani PDB 
baze smo v orodno vrstico vpisali Ddl, kliknili na zavihek, kjer je pisalo tabelarično poročilo 
(ang. Tabular Report), in izbrali ustvari poročilo po meri (ang. Create Custom Report). 
Izbrali smo vse možne postavke, kliknili na ukaz zaženi poročilo (ang. Run Report) in 
podatke naložili v obliki formata CSV. Z analitičnim orodjem KNIME smo vse podatke 
združili in obdelali v ustrezno Excel preglednico (preglednica X v Prilogi).  
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3.2.5.2. Ovrednotenje evolucijske ohranjenosti kristalnih struktur 
encima Ddl 
S strežnikom The Consurf Server-jem smo izvedli 3D-prileganje (strukturno prileganje) 
kristalnih struktur encima Ddl iz RCSB PDB baze in tako ovrednotili njihovo evolucijsko 
ohranjenost. V strežniku smo pri vprašanju, ali želimo analizo nukleotidov ali aminokislin 
(ang. Analyze Nucleotides or Amino Acids?), odgovorili z Aminokisline (ang. Amino-
Acids), ter pri vprašanju, ali je znana proteinska struktura (ang. Is there a known protein 
structure?), z DA (ang. YES). Vnesli smo PDB ID kodo encima bakterije E. coli K-12 (PDB 
ID: 4C5C), ki je bila referenčna 3D-struktura in glede na katero je strežnik vse podatke 
prilegal in računal, ter kliknili na ukaz naprej (ang. Next). Izbrali smo verigo A (ang. Chain 
Identifier) encima Ddl, ki je glavna veriga encima, in NE (ang. NO), če imamo MSA (ang. 
Do you have a Multiple Sequence Alignment (MSA) to upload?). Nastavili smo, da nam je 
strežnik črpal podatke avtomatsko iz podatkovne baze Clean Uniprot, ki je modificirana 
verzija UniProt podatkovne baze, z namenom filtriranja bolj zanesljivih podatkov. Sledila je 
analiza potencialnosti obeh vezavnih mest za oba liganda (ATP in dipeptid D-Ala-D-Ala) z 
vidika evolucijske ohranjenosti, napovedane s strežnikom. MSA 3D prileganja smo 
analizirali s programom PyMOL, kjer so nas zanimali AK ostanki, ki so bili od obeh 
ligandov oddaljeni 4 Å in so imeli MAX AA 100 %.  
V program UCSF Chimera smo naložili datoteki: PDB s skritimi nezadostnimi podatki (ang. 
PDB hiding Insufficient Data) in Barvna skripta (ang. Coloring script), ki nam je 
aminokisline v 3D-modelu encima obarvala po ohranjenosti glede na Consurf barvno skalo 
(slika 9). Datoteki smo naložili iz linka naših rezultatov pod poglavjem Ustvari visoko-
ločljive slike (ang. Create high resolution figures), pod naslovom Sledi inštrukcijam, kako 
ustvariti Chimera sliko (ang. Follow the instructions to produce a Chimera figure). Odstranili 
smo verigo B encima Ddl in ohranili samo glavno verigo (verigo A). To smo naredili na 
sledeč način: Izberi (ang. Select), Verigo B (ang. Chain B), Dejanja (ang. Actions), 
Atomi/Vezi (ang. Atoms/Bonds) in Izbriši (ang. Delete). Naredili smo sliko encima Ddl, 




3.2.5.3. Ocena podobnosti kristalnih struktur in izbor deset 
reprezentativnih 
Za kasnejšo analizo površine encima z vidika vezavnih žepov smo potrebovali set 
reprezentativnih kristalnih struktur encima Ddl. Z namenom izognitve napakam zaradi izbire 
preveč podobnih kristalnih struktur smo le-te med seboj primerjali. Obstaja veliko metod, ki 
primerjajo strukture proteinov, vendar nobena ne velja za najboljšo. RMSD je pogosto 
uporabljen parameter za oceno, kako dobro je strukturno prileganje. Gre za metodo, ki 
omogoča kvantitativno oceno raznolikosti ali napak v strukturi proteinov (68).  
Analiza je potekala v treh korakih. V beležnici smo si najprej ustvarili TXT format vseh 
PDB kod encima Ddl iz podatkovne baze RCSB PDB. Slednje smo naložili v odprtokodni 
program PyMOL (Schrödinger, Inc), ki je izvedel prileganje med kristalnimi strukturami in 
izračunal RMSD vrednosti. Postopek izračuna RMSD vrednosti in izdelave matrike je bil 
sledeč: pridobi PDB ID (ang. Fetch PDB ID), iz vseh encimov smo odstranili vse verige, 
razen verige A z ukazom: ne izberi verige A (ang. Select not chain A) in odstrani atome (ang. 
Remove atoms). Iz spletne strani http://pldserver1.biochem.queensu.ca/~rlc/work/pymol/ 
smo naložili skripto align_all_to_all.py, ki je bila napisana v enem izmed najbolj znanih 
programskih jezikov, v Pythonu. Skripto smo zagnali na sledeč način: datoteka (ang. File), 
mesto datoteke (ang. Working directory), zamenjaj (ang. Change) in izbrali mapo, v kateri 
smo si shranili skripto. Izvedli smo ukaza run align_all_to_all.py in align_all_to_all 
object_list=spisek PDB ID, full_matrix=1. Rezultat je bil matrika RMSD vrednosti vseh 
kristalnih struktur. Prekopirali smo ga v datoteko s formatom TXT. 
S pomočjo programa Orange (69) smo nato na podlagi predhodne dobljene matrike RMSD 
vrednosti kristalnih struktur hierarhično klastrirali. Pri pristopih klastriranja gre za to, da 
vsak skupek vsebuje zelo podobne strukture z nizko varianco znotraj posameznega, medtem 
ko bi se naj strukture iz različnih skupkov razlikovale z visoko varianco (70). Za namen 
hierarhičnega klastriranja smo si morali najprej ustvariti ustrezen delovni tok (slika 7). Preko 
ikone Datoteka (ang. File) smo vnesli našo datoteko z RMSD vrednostmi in s klikom na 
ikono Razdalje (ang. Distances) izračunali matriko razdalj RMSD parov med vrsticami 
podatkov. Izbrali smo Pearsonov izračun metrične razdalje za oceno podobnosti med 
spremenljivkami, ki se še posebej uporablja pri hierarhičnem klastriranju. Kot rezultat 
izračuna dobimo Pearsonov koeficient korelacije, ki ga izračunamo tako, da kovarianco dveh 
spremenljivk delimo z zmnožkom njunih standardnih odklonov (70). V naslednjem koraku 
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smo preko ikone Hierarhično klastriranje (ang. Hierarchical Clustering) naredili izris 
hierarhičnega drevesa ali dendrograma, ki skuša upodobiti hierarhijo skupkov. Izbrali smo 
povezovanje povprečij (ang. Linkage Average), ki izračuna povprečno razdaljo med vsemi 
strukturami parov skupkov in Top N, s pomočjo katerega smo kristalne strukture razvrstili 
v 10 skupkov (71). 
 
Slika 7: Delovni tok za klastriranje kristalnih struktur encima Ddl. 
Iz vsakega skupka smo nato izbrali po eno kristalno strukturo. Potrebno se je zavedati, da 
vse kristalne strukture niso enake kvalitete in da ima vsaka eksperimentalna določitev tudi 
napake. Pri izbiri kristalnih struktur smo si izbrali dva kriterija, in sicer ločljivost kristalne 
strukture (resolucija, R) in kristalografski R faktor. 
3.2.6. Analiza površine encima Ddl z vidika vezavnih žepov 
Preučevali smo, katere aminokisline tvorijo največ interakcij (vodikove vezi in druge 
nevezne interakcije), koliko je vezavnih mest za substrat in kateri aminokislinski ostanki so 
s tega vidika najbolj ugodni za sidranje potencialnih novih protibakterijskih spojin. Za to 
ugotovitev smo uporabili set reprezentativnih kristalnih struktur encima Ddl, ki smo jih 
predhodno določili. V strežnik FTMap smo posamično vnesli PDB ID-je vseh desetih 
kristalnih struktur in izbrali A verigo encima Ddl. Rezultat je program podal v obliki slike, 
ki je prikazovala naključno sidranje molekulskih prob, ki pokrijejo celoten prostor 
funkcionalnih skupin, v encim. Podana sta bila tudi dva grafa, ki sta prikazovala, katere 
aminokisline so tvorile največ interakcij, vodikove vezi in druge nevezne interakcije. Na 
koncu je bil podan še povzetek. Vse podatke iz strežnika FTMap smo naložili in jih vnesli v 
KNIME, kjer smo jih ustrezno obdelali.  
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3.2.7. Identifikacija in vizualni prikaz ključnih aminokislin s programom 
PyMOL 
V programu PyMOL smo z ukazi datoteka (ang. File), pridobi PDB datoteko (ang. Get PDB 
File), kjer smo vpisali našo referenčno PDB ID 4C5C, bakterije E. coli K-12 in naloži (ang. 
Download) ustvarili sliko encima Ddl. Na sliki smo označili najbolj ugodne aminokisline z 
vidika čim večje frekvence in čim nižje variabilnosti interakcij, ki jih je napovedal strežnik 
FTMap, aminokisline, ki so bile ohranjene z Jalview konsensus odstotkom  ≥ 96 %, in tiste, 
ki so ustrezale obema pogojema. Slednje so z vidika sidranja potencialnih zaviralcev tudi 
najbolj zanimive, saj so ostale skozi evolucijo ohranjene, so del aktivnega mesta in tvorijo 
večino interakcij vzdolž encima. Pri označevanju evolucijsko ohranjenih ostankov smo si 
izbrali Jalview konsensus odstotek, ki odraža % modalnih aminokislinskih ostankov glede 
na posamezen položaj v sekvenci in po privzetem načinu upošteva tudi vrzeli v sekvencah 
(72). 
3.2.8. Pregled že znanih zaviralcev  
Naredili smo celovit pregled vseh že znanih zaviralcev encima Ddl. Podatke o zaviralcih 
smo iskali v podatkovni bazi ChEMBL verzija 27 (55) in v strokovnih člankih podatkovnih 
baz Pubmed, Web of Science in ScienceDirect. Zanimale so nas vse eksperimentalne in 
izračunane zaviralne vrednosti. V ChEMBL-u smo v iskalno polje vnesli vse sinonime imena 
Ddl (D-alanin-D-alanin ligaza, D-ala-D-ala ligaza, D-ala-D-ala sintetaza, VanA, VanB 
ligaza, DD-ligaza, DdlA, DdlB, D-alanilalanin sintetaza, D-alalnin:alanin ligaza, D-alanil-
D-alanin sintetaza). Iskali smo z različnimi ukazi: tarče (ang. Targets), testi (ang. Assays), 
dokumenti (ang. Documents) in povzetek bioaktivnosti (ang. Bioactivity summary). Pri 
iskanju v ChEMBL-u smo si pomagali tudi z izrisom spojine zaviralca in SMILES oblikami 
kemijskega zapisa pri možnosti naprednega iskanja. Strukture spojin zaviralcev iz člankov 
drugih baz smo pretvorili v SMILES zapise s pomočjo programa OSRA (73). Iz vsakega 
strukturnega razreda zaviralcev smo izbrali po enega predstavnika. Pomembni podatki so 
nam bili rezidualna aktivnost (RA) oz. % inhibicije našega encima pri določeni 
koncentraciji, polovična inhibitorna koncentracija, ki zavre 50 % rasti bakterij (IC50), 
minimalna inhibitorna koncentracija (MIC), minimalna baktericidna koncentracija (MBC) 
in tarčni organizem (vrsta bakterije). Podatke iz ChEMBL-a smo prenašali v CSV formatih 
in jih obdelali z orodjem KNIME. Rezultati so predstavljeni v Prilogi v preglednici XI. 
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3.2.9. Analiza zaviralcev po sodobnih pristopih farmacevtske kemije z 
orodjem SwissADME 
Strukture zaviralcev smo s pomočjo programa ChemDraw 19.1 pretvorili v SMILES obliko 
kemijskega zapisa in jih v obliki seznama SMILESOV vnesli v polje za vnos SMILESOV 
na vhodni strani spletne strani SwissADME (58). Orodje je podalo rezultate v obliki 
preglednic, grafov posameznih molekulskih deskriptorjev, obenem pa je omogočalo tudi 
zapis podatkov v CSV formatu za vsak posamezen zaviralec. Podatke v CSV formatu smo 
nato obdelali z orodjem KNIME. 
3.3. Ostala uporabljena programska oprema in materiali 
• Program ChemDraw 19.1 Proffesional kot del programskga paketa ChemOffice 














4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1. Določanje esencialnosti encima Ddl 
S pomočjo podatkovne baze DEG smo ugotavljali esencialnost genov encima Ddl za rast, 
razvoj in preživetje bakterij. Rezultate smo predstavili s preglednico I, ki prikazuje 
esencialnost encima Ddl za 30 organizmov. V prvem stolpcu preglednice je naveden 
esencialen gen, v drugem identifikacija številka gena v bazi in v tretjem organizem za 
katerega je naveden gen esencialen. Iz preglednice opazimo, da je Ddl dokazano esencialen 
za tri bakterije iz skupine ESKAPE: S. aureus, A. baumannii in P. aeruginosa. Pri bakterijah 
S. aureus, M. tuberculosis in S. pyogenes je bila dokazana esencialnost Ddl pri več 
bakterijskih sevih. S povezavo analize, kjer smo s pomočjo strokovne literature iskali 
podatek, katere patogene bakterije po frekvenci povzročajo največ bolezni, ugotovimo, da 
je Ddl dokazno esencialen za 11 od 45 najbolj pogostih patogenih bakterij (s krepko 
označene v preglednici I). Ti rezultati sicer še ne pomenijo, da gen ni esencialen za druge 
bakterije, ampak da je za navedene bakterije dokazano esencialen. Obstaja sicer verjetnost, 
da na ostalih bakterijah še niso delali raziskav. Pri analizi smo imeli težave pri iskanju 
podatkov, ki bi nam povedali, ali utišanje gena povzroči zgolj oslabitev ali smrt bakterije. 
Iskanje v strokovnih člankih na temo utišanja genov za Ddl nas ni pripeljalo do rezultata.  
Preglednica I: Bakterije, za katere je Ddl dokazano esencialen. 
Ime gena DEG oznaka Organizem 
ddl(74) DEG10010069 Bacillus subtilis 168 
ddlA/ddl(75) DEG10020230 Staphylococcus aureus N315 
ddl(76) DEG10030702 Vibrio cholerae N16961 
ddl(77) DEG10050410 Haemophilus influenzae Rd KW20 
ddl(78) DEG10070207 Streptococcus pneumoniae 
ddl(79) DEG10080120 Helicobacter pylori 26695 
ddlA/ddl(80) DEG10100476 Mycobacterium tuberculosis H37Rv 
ddlB/ddl(81) DEG10110011 Salmonella typhimurium LT2 
ddlB(82)  DEG10120029 Francisella novicida U112 
ddlB(83)  DEG10130481 Acinetobacter baylyi ADP1 
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ddl(84) DEG10170292 Staphylococcus aureus NCTC 8325 
ddlB(85) DEG10180021 Escherichia coli MG1655 I 
ddl(86) DEG10200342 Caulobacter crescentus 
ddl(87) DEG10210066 Streptococcus sanguinis 
ddl(88) DEG10220150 Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 
ddl(89) DEG10230233 Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 
ddl(90) DEG10240112 Burkholderia thailandensis E264 
ddlA(91)  DEG10250580 Mycobacterium tuberculosis H37Rv II 
ddlA(92)  DEG10270533 Mycobacterium tuberculosis H37Rv III 
ddl(93) DEG10280452 Sphingomonas wittichii RW1 
ddlB(94)  DEG10300078 Pseudomonas aeruginosa PAO1 
ddlA(95)  DEG10340090 Bacteroides fragilis 638R 
ddl(96) DEG10350379 Burkholderia pseudomallei K96243 
ddl(97) DEG10370153 Streptococcus pyogenes MGAS5448 
ddl(97)  DEG10380167 Streptococcus pyogenes NZ131 
ddl(98) DEG10390085 Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 
ddl(99) DEG10400614 Synechococcus elongatus PCC 7942 
ddl(100)  DEG10430441 Acinetobacter baumannii ATCC 17978 
ddlB(101) DEG10450234 Agrobacterium fabrum str. C58 
ddlB(102) DEG10520079 Francisella tularensis Schu S4 
ddl(103) DEG10610021 Staphylococcus aureus subsp. aureus NCTC 8325 
ddlB(104) DEG10660333 Burkholderia cenocepacia J2315 kromosom 1 
 
4.2. Vnosi sekvenc encima Ddl v podatkovni bazi UniProt  
V podatkovni bazi UniProt smo ugotavljali število že znanih sekvenc encima Ddl. Iz grafa 
(slika 8A) opazimo, da je encim Ddl med vsemi bakterijami zastopan med patogenimi 
bakterijami v 10-% deležu. Delež ESKAPE organizmov z znano sekvenco Ddl med 
patogenimi bakterijami znaša 12 % (slika 8B). Encim ima pri rodu Enterobacter spp. 
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največjo zastopanost med ESKAPE organizmi, kar znaša 34 % (slika 8C). Po številu znanih 
sekvenc v bazi med ESKAPE bakterijami po vrsti sledijo E. faecium, K. pneumoniae, S. 
aureus, A. baumanni in P. aeruginosa (slika 8C). Največ vnosov med 45 najbolj pogostimi 
patogenimi bakterijami je imela bakterija Salmonella enterica, in sicer 1181. Po pogostosti 
vnosov so sledile bakterije H. pylori (677 vnosov), E. coli (346 vnosov) in B. cereus (156 
vnosov). Ostale patogene bakterije so imele manj kot 100 vnosov. Grafi vnosov sekvenc 
encima Ddl (slike 8A, 8B, 8C) iz podatkovne baze UniProt so nam služili za pregled 
razprešnosti naših podatkov za kasnejše analize MSA. Vsi ti podatki so le prikaz pogostnosti 
encima Ddl v spletni bazi UniProt in ne pomenijo nujno pogostnost encima v naravi. Iz 
števila vnosov v spletni bazi lahko sklepamo, da večje, kot je število vnosov sekvenc v bazi, 
bolj je bakterija nagnjena k mutacijam in manjša je evolucijska ohranjenost posameznih 
aminokislin, ki sestavljajo encim. Vseeno je potrebno upoštevati, da lahko obstaja več 
razlogov za večje število vnosov pri določeni bakteriji. Lahko je slednja bolj zanimiva z 
vidika raziskav, saj jo je bodisi lažje gojiti bodisi je prav pri tej bakteriji izražanje encima 
Ddl neproblematično itd. 
 
 
Slika 8: A) Delež sekvenc encima Ddl med patogenimi in nepatogenimi bakterijami. B) 
Delež sekvenc encima Ddl ESKAPE organizmov glede na 45 najbolj pogostih patogenih 






4.3. Prileganje multiplih sekvenc z UniProtovim orodjem za prileganje 
Z UniProtovim orodjem za prileganje smo izvedli prileganja sekvenc encima Ddl bakterij iz 
22 različnih rodov, 45 najbolj pogostih patogenih bakterij in prileganja sekvenc znotraj 
posameznih ESKAPE organizmov. Rezultate prileganj smo predstavili s preglednico II, ki 
prikazuje število identičnih in podobnih položajev pri prileganju, odstotek identičnosti ter 
število prileganih sekvenc. Rezultat prileganja sekvenc med 22 različnimi rodovi je pokazal, 
da se je encim evolucijsko kar spreminjal, saj je odstotek identičnosti glede na celotno 
sekvenco encima znašal 2,26 %. Pri prileganju filogenetsko nekoliko bližnjih sekvenc 
encima, kjer smo izvedli MSA za 45 najbolj pogostih patogenih bakterij, lahko ugotovimo 
14 identičnih položajev v 45 sekvencah. Identifikacija in nadaljnje analize teh 14 identičnih 
položajev bi lahko pripomogle k razvoju novih ZU za Ddl, saj so najbolj pogoste patogene 
bakterije, med katere spadajo ESKAPE organizmi, med vsemi bakterijami najbolj podvržene 
mutacijam in s tem hitremu razvoju neobčuljivosti za protibakterijsko zdravljenje. Zaviralci, 
zasnovani na ohranjenih položajih hitro mutirajočih bakterij, bodo najverjetneje delovali na 
širok spekter bakterij. Za identične aminokislinske ostanke je verjetno značilna 
pomembnejša biološka vloga v encimu, zato se bodo skozi evolucijo manj intenzivno 
spreminjali in bo delovanje na njih dolgotrajnejše brez razvoja hitre bakterijske odpornosti. 
Znatno in največje število identičnih položajev pri prileganju sekvenc znotraj posamezne 
vrste bakterije skupine ESKAPE je imela bakterija A. baumannii, in sicer 249, kar pomeni, 
da bo verjetnost razvoja odpornosti A. baumannii na protibakterijsko zdravljenje med vsemi 
ESKAPE organizmi najmanjša. Glede na popolnoma ohranjene položaje med sevi bakterij 
sta sledili bakteriji S. aureus s 97 in P. aeruginosa s 85 identičnimi položaji v sekvenci. 
Prileganje med vsemi vrstami bakterij rodu Enterobacter je imelo najnižji odstotek 
identičnosti med prileganji znotraj ESKAPE organizmov, vendar je bil tudi delež sekvenc, 








Preglednica II: Prikaz števila identičnih in podobnih položajev med prileganimi sekvencami, 














Bakterije iz 22 
različnih rodov 
10 15 2,26 % 12 
45 patogenih bakterij 14 18 3,31 % 45 
Acinetobacter 
baumannii 
249 39 78,30 % 45 
Enterobacter spp. 19 50 3,62 % 154 
Enterococcus faecium 29 66 7,44 % 83 
Pseudomonas 
aeruginosa 
85 84 23,55 % 37 
Staphylococcus 
aureus 
97 109 24,01 % 53 
Klebsiella 
pneumoniae 
48 66 12,40 % 78 
 
4.4. Kvantitativno ovrednotenje evolucijske ohranjenosti 
aminokislinskih ostankov sekvenc encima Ddl in identifikacija 
identičnih položajev 
S strežnikom The Scorecons server smo pri kategorizaciji Shannonovih števil 
aminokislinskih ostankov MSA najbolj filogenetsko oddaljenih sekvenc encima Ddl 
(sekvenc encima Ddl iz 22 različnih rodov) ugotovili, da v prve tri najvišje kategorije 
normaliziranega Shannonovega števila spada 21,8 % ostankov in v tri najbolj variabilne 
kategorije 41,6 % ostankov encima Ddl. Kategorizirana Shannonova števila MSA bakterij 
iz 22 različnih rodov smo predstavili s preglednico VIII v Prilogi. 
Z uporabo dveh strežnikov (The Consurf server in The Scorecons server) in programa 
(Jalview) za ovrednotenje evolucijske ohranjenosti MSA 45 najbolj pogostih patogenih 
bakterij smo dobili še toliko bolj zanesljive podatke. Z Jalview konsensus odstotkom 100 %, 
MAX AA 100 % in normaliziranim Shannonovim številom 1 smo pri MSA 45 patogenih 
bakterij identificirali 14 aminokislinskih ostankov (krepko označeni in obarvani rdeče v 
preglednici III), ki jih je naštelo že UniProtovo orodje za prileganje. Ostankov s Consurf 
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oceno 9 je bilo sicer 40, vendar smo s programom Jalview ročno pregledali in našteli 14 
ostankov (Jalview konsensus 100 %), ki niso kazali popolnoma nobenih sprememb med 
analiziranimi 45 sekvencami. Ti položaji so glede na številčenje z ne-upoštevanjem vrzeli v 
bakteriji E. coli: Gly-64, His-63, Gly-70, Lys-97, Glu-68, Lys-144, Ser-150, Gly-149, Glu-
187, Lys-215, Arg-255, Gly-276, Glu-180 in Tyr-216. Za te aminokislinske ostanke velja, 
da ne vsebujejo vrzeli in so popolnoma ohranjeni. Kljub temu obstaja določena verjetnost, 
da se tudi na teh položajih pojavljajo mutacije, saj gre za normalizirane vrednosti glede na 
specifičen protein z uporabo specifičnega MSA. Z vidika evolucijske ohranjenosti lahko 
rečemo, da bomo z delovanjem na teh 14 položajev z uporabo tega specifičnega MSA, ki 
upošteva patogene bakterije, ki povzročajo največ bolezni, dobili ustrezno protibakterijsko 
delovanje, saj je encim kar dobro ohranjen s 23,5 % aminokislinskih ostankov s Consurf 
oceno v najvišjem območju 7–9 in 21,9 % visoko variabilnih ostankov s Consurf ocenami v 
območju 1–3. S to analizo ugotovimo, da je aktivno mesto encima zelo dobro ohranjeno, saj 
je kar 28 aminokislin v aktivnem mestu imelo Jalview konsensus odstotek ≥ 96 %. Vsi 
katalitski ostanki (105) (številčenje v bakteriji E. coli z ne-upoštevanjem vrzeli): Asn-272, 
Ser-150, Arg-255, Asp-257, Glu-270, Glu-15, Gly-276 in Tyr-216 so bili ugotovljeni kot 
evolucijsko stabilni (Jalview konsensus odstotek ≥ 96 %), kar pomeni, da so evolucijsko 
glede na ostale položaje bolj ohranjeni in da so zanje mutacije manj verjetne.  
Preglednica III: Aminokislinski ostanki in izračunano Shannonovo število za 45 najbolj 
pogostih patogenih bakterij. Položaji so oštevilčeni glede na bakterijo Clostridium tetani z 
upoštevanjem vrzeli. V preglednici so odebeljeni aminokislinski ostanki z MAX AA 100 %. 








0,9786 [217, 228, 352, 166, 142, 368, 222, 371, 34, 40, 
36, 366, 31, 32, 227, 309, 143, 259, 267, 139, 
145, 226, 372, 138, 172, 221, 308, 350] 
28 10,2 
0,8725 [149, 134, 320, 39, 303, 148, 43, 305, 409, 160, 
144, 230, 302, 382, 374, 389, 377, 171, 176] 
19 6,9 
0,7689 [167, 158, 51, 253, 151, 212, 264, 229, 183, 220, 
369, 137, 170, 157] 
14 5,1 
0,6637 [164, 165, 133, 147, 47, 269, 184, 339, 26, 152, 




44, 336, 321, 233, 273, 304, 345, 162, 290, 353, 
380, 37, 343, 373, 256, 249, 347, 234, 245] 
0,5563 [35, 344, 349, 381, 136, 268, 161, 218, 274, 216, 
57, 288, 131, 364, 25, 231, 185, 56, 367, 178, 
213, 62, 410, 252, 363, 223, 351, 385, 175, 307, 
289, 272, 135, 159, 271, 257, 354, 156, 340, 360, 
285, 414, 192, 413, 270, 41, 417] 
47 17,1 
0,4700 [255, 224, 260, 337, 225, 416, 232, 154, 342, 
333, 186, 312, 189, 63, 239, 155, 315, 311, 187, 
306, 30, 50, 383, 64, 188, 150, 355, 319, 266, 
169, 250, 246, 332, 146, 27, 179] 
36 13,1 
0,4035 [415, 391, 61, 210, 287, 132, 211, 393, 65, 326, 
338, 194, 335, 386, 325, 370, 261, 140, 58, 177, 
68, 348, 46, 52, 390, 48, 384, 418, 190, 387, 275, 
248, 168, 362] 
34 12,4 
0,3282 [181, 191, 129, 174, 130, 251, 329, 182, 327, 
388, 53, 346, 361, 330, 207, 193, 238, 284, 412, 
66, 331, 49, 173, 328, 376, 317, 316, 141, 286, 
334, 153, 236, 180, 408, 237, 301, 310, 247] 
38 13,8 
0,2661 [45, 33, 254, 244, 313, 375, 24, 209, 411, 208, 
263, 341, 42] 
13 4,7 
0,1930 [195, 67, 128, 55, 60, 235] 6 2,2 
 
4.5. Pregled in analiza vseh kristalnih struktur encima Ddl 
4.5.1. Iskanje vseh do sedaj znanih kristalnih struktur encima Ddl v 
podatkovni bazi RCSB PDB 
Podatki so predstavljeni v preglednici X v Prilogi in so nam služili za nadaljnji analizi 
evolucijske ohranjenosti s 3D prileganjem kristalnih struktur s pomočjo strežnika The 
Consurf Server in ugotavljanja vezavnih žepov encima s pomočjo strežnika FTMap. Z 
vpisom naše referenčne PDB ID 4C5C, bakterije E. coli K-12, v program PyMOL, se je le-
ta povezal s strežnikom PDB podatkovne baze in nam omogočil 3D ogled kristalne strukture. 
Baza RCSB PDB je vsebovala eksperimentalno določene kristalne strukture encima iz 24 
organizmov. Kot je razvidno iz preglednice X v Prilogi, so bile nekatere bakterije upoštevane 
dvakrat, saj baza različne seve obravnava kot ločene vnose. Največje število znanih 
kristalnih struktur v bazi je imela bakterija Thermus thermophilus, sev HB8, in sicer 12. Po 
številu vnosov v bazi sta sledili bakteriji Yersinia pestis (5 vnosov) in Xanthomonas oryzae 
pathovar oryzae (3 vnosi). Ostale bakterije so imele po en oz. dva vnosa. 
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4.5.2. Ovrednotenje evolucijske ohranjenosti kristalnih struktur encima 
Ddl 
S strežnikom The Consurf server-jem smo našo referenčno kristalno strukturo s PDB ID 
4C5C, bakterije E. coli K-12 prilegali s kristalnimi strukturami različnih bakterij, ki jih je 
strežnik samodejno poiskal. Kot smo tudi pričakovali, so se najbolj ohranjeni aminokislinski 
ostanki (slika 9) nahajali bolj v notranjosti encima, kjer je aktivno mesto. Bolj kot so bili 
ostanki oddaljeni od obeh vezavnih mest za oba liganda, manj so bili evolucijsko ohranjeni. 
Glede na celoten encim je bilo položajev z MAX AA 100 % pri 3D prileganju 25, kar znaša 
7,6 % vseh aminokislin encima Ddl bakterije E. coli K-12. Pri analizi obeh vezavnih mest 
za oba liganda smo ugotovili, da se večji delež aminokislinskih ostankov, ki so oddaljeni 4 
Å od posameznega liganda in imajo MAX AA 100 %, nahaja okoli vezavnega mesta za 
dipeptid (58,3 %) ter da je delež ostankov, ki so oddaljeni 4 Å od vezavnega mesta za ATP 
in so ohranjeni z MAX AA 100 %, manjši (34,8 %). Iz tega lahko sklepamo, da je ciljanje 
na aminokisline v vezavnem mestu za substrat ali produkt katalitske reakcije s stališča 




Slika 9: Prikaz encima Ddl (PDB ID: 4C5C, bakterija E. coli K-12) s Consurf barvno lestvico 
glede na evolucijsko ohranjenost posameznih aminokislinskih ostankov. Aktivno mesto 
(ATP in dipeptid) je obarvano rumeno in prikazano kot palčke. Mg2+ iona v središču votline 
sta prikazana v obliki dveh kroglic in označena z zeleno barvo, prirejeno po (42). 
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4.5.3. Ocena podobnosti kristalnih struktur in izbor desetih 
reprezentativnih 
Za namen pridobitve seta desetih reprezentativnih kristalnih struktur za kasnejšo analizo 
vezavnih žepov encima Ddl smo na podlagi predhodne dobljene matrike RMSD vrednosti 
kristalnih struktur le-te hierarhično klastrirali. Iz hierarhičnega drevesa (slika 10) vseh 
znanih kristalnih struktur encima Ddl lahko opazimo, da 2 od 10 skupkov zajemata večino 
kristalnih struktur (skupek 3 - C3 in skupek 8 - C8). Znotraj teh dveh skupkov so si 3D 
strukture encima zelo podobne in imajo nizko varianco, pri čemer je pomen klastriranja še 
toliko pomembnejši, saj bi lahko pri analizi površine vezavnih žepov prišli do napačnih 
rezulatov zaradi nereprezentativnosti. Za razliko od skupka 3, ki je vseboval 5 kristalnih 
struktur iz bakterije Yersinie pestis in 4 kristalne strukture iz bakterijske družine 
Burkholderiaceae, je skupek 8 vseboval 12 kristalnih struktur iz kar 3 različnih bakterijskih 
razredov. To pomeni, da so si slednje kristalne strukture encima zelo podobne kljub 
daljnemu filogenetskemu odnosu bakterij. Bakteriji Yersinia pestis in Thermus thermophilus 
sta imeli kristalne strukture razvrščene v dva skupka, kar pomeni, da so si kristalne strukture 
Ddl, čeprav so bile določene iz iste bakterije, zelo različne. Pri vsakem skupku smo najprej 
pogledali resolucijo za vsako posamezno kristalno strukturo. V primeru dveh kristalnih 
struktur, ki sta imeli podobnost resolucije +/- 0,1; smo pogledali še R faktor. Tako smo 
določili deset kristalnih struktur, ki so bile reprezentativne (PDB ID-ji: 3LWB, 5D8D, 
5NRH, 4C5C, 2PVP, 6U1K, 2I87, 3TQT, 4FU0 in 3R5X). 
 
Slika 10: Hierarhično drevo kristalnih struktur encima Ddl. 10 skupkov je označenih s C1 
do C10 in obarvanih z različnimi barvami. Sliko smo ustvarili s programom Orange. 
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4.6. Analiza površine encima Ddl z vidika vezavnih žepov 
S pomočjo strežnika FTMap smo ugotavljali, kateri položaji so z vidika tvorbe interakcij 
najbolj ugodni za sidranje in načrtovanje novih protibakterijskih učinkovin. Pri analizi 
vezavnih žepov smo se omejili na aktivno mesto, pri čemer smo zajeli aminokislinske 
ostanke, ki so od posameznega liganda (ATP in dipeptid) oddaljeni znotraj 6 Å. Rezultate 
tvorbe interakcij posameznih aminokislinskih ostankov z molekulskimi probami smo 
prikazali z grafom (slika 11). Slika 11 prikazuje povprečne deleže tvorbe interakcij z 
molekulskimi probami posameznih ostankov, ki so bili izračunani glede na delež tvorbe 
interakcij posameznega položaja desetih reprezentativnih kristalnih struktur z molekulskimi 
probami in relativno standardno deviacijo (RSD) tvorbe interakcij za posamezen položaj. Z 
izračunom RSD ugotovimo, da nekateri aminokislinski ostanki kažejo visoko variabilnost 
pri tvorbi interakcij med izbranimi reprezentativnimi bakterijami. Izračunana RSD nekaterih 
ostankov je bila večja kot 1,0; kar pomeni, da bi zaviralci, zasnovani na podlagi teh ostankov, 
zaradi boljše oz. slabše vezave z encimom med različnimi bakterijami različno dobro zavirali 
rast bakterij. Z upoštevanjem obeh vrst interakcij, čim višjega deleža interakcij in čim manjše 
RSD, lahko napovemo, kateri aminokislinski ostanki imajo največji potencial za ciljanje z 
zaviralci. Iz slike 11 je razvidno, da imajo ostanki, ki imajo visok delež vodikovih vezi, tudi 
visok delež lipofilnih interakcij. Z upoštevanjem deleža vodikovih vezi in RSD smo lahko 
izbrali prvih 14 ostankov z najvišjimi deleži vodikovih vezi. Izjema je bila Lys-215, ki je 
imela RSD večjo od 1,5. Visoko RSD vodikovih interakcij sta imeli tudi Ser-151 (1,01) in 
His-63 (1,25), vendar je slednja tvorila najvišji delež lipofilnih interakcij (6,97 %) z nizko 
RSD (0,56). Pri tvorbi lipofilnih interakcij je poleg His-63 izstopala še Glu-15 s povprečnim 
deležem tvorbe drugih neveznih interakcij 4,50 % in RSD 0,65. Z vidika frekvence in 
variabilnosti tvorbe interakcij lahko torej rečemo, da so najbolj potencialni aminokislinski 
ostanki: Glu-15, His-63, Glu-68, Lys-97, Lys-144, Ser-151, Glu-187, Arg-255, Glu-270, 
Asn-272, Ser-274, Gly-276, Ser-281 in Leu-282. Za slednje je značilna pomembna biološka 
vloga v aktivnem mestu, saj z izjemo Ser-274 sodelujejo pri vezavi obeh ligandov in Mg2+ 
ionov, ki delujeta kot kofaktorja katalitske reakcije nastanka dipeptida.  
Aminokislina Gly-276, ki je tvorila največji delež vodikovih vezi, sodeluje pri vezavi DAL, 
saj tvori del oksanionske luknje in deluje kot elektrostatski stabilizator. Med 14 ostanki, ki 
so bili določeni kot ugodni z vidika tvorbe interakcij, pri vezavi substrata DAL sodelujejo 
še Glu-15, His-63, Glu-68, Arg-255, Ser-281 in Leu-282. Arg-255 ima sicer dve funkciji, 
usmerjenost DAL 1 in stabilizacijo prehodnega stanja kot del oksianionske luknje. 
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Aminokislina Glu-15 veže aminsko skupino substrata DAL 1, pomaga pri vodenju prenosa 
fosfatne skupine na DAL 1 in stabilizaciji prehodnega stanja. 6 od 14 aminokislin (Lys-97, 
Lys-144, Ser-151, Arg-255, Glu-270, Asn-272) so del vezavnega mesta za fosfatni del ATP 
molekule. Lys-144 je poleg tega vključena v vezavo adeninskega dela ATP molekule. Asn-
272 in Glu-270 sodelujeta pri koordinaciji Mg2+ ionov. V vezavno mesto riboze ATP 
molekule je vključena le ena izmed 14 aminokislin, in sicer Glu-187 (105–107). 
 
Slika 11: Povprečni deleži vodikovih in lipofilnih interakcij za aminokisline, ki so oddaljene 
znotraj 6 Å od aktivnega mesta, ter izračunane relativne standardne deviacije (RSD). RSD 
so podane v deležih, v vrednostih od 0 do 1. 
4.7. Identifikacija in vizualni prikaz ključnih aminokislin s programom 
PyMOL 
Za identifikacijo ključnih aminokislin smo si z vidika evolucijske ohranjenosti izbrali 
Jalview konsensus odstotek, saj le-ta upošteva vrzeli, ki jih Consurf ocena in MAX AA ne 
upoštevata, in kar je razvidno tudi iz primerjave rezultatov, dobljenih s strežnikoma 
Scorecons in Consurf ter programom Jalview, ki se nahajajo v preglednici IX v Prilogi. 
Upoštevanje vrzeli je pomembno, saj na teh položajih prihaja do mutacij, ki se kažejo kot 
delecije ali insercije aminokislin. Na podlagi primerjave rezultatov smo si izbrali mejo 
Jalview konsensus odstotka ≥ 96 %. Želeli smo zajeti čim večje število ustreznih 
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aminokislinskih ostankov, saj bi s samo predhodno identificiranimi 14 identičnimi položaji 
spregledali ostanke, ki niso popolnoma identični, vendar veljajo za zelo dobro ohranjene ter 
glede na celoten encim tvorijo pomembno število interakcij. Z vidika tvorbe interakcij smo 
upoštevali predhodno določenih 14 aminokislinskih ostankov, ki jih je napovedal strežnik 
FTMap. S preglednico IV in sliko 12 smo predstavili 28 aminokislinskih ostankov, ki so 
imeli Jalview konsensus odstotek ≥ 96 %, 14 najbolj ugodnih aminokislinskih ostankov z 
vidika interakcij, ki jih je napovedal strežnik FTMap, in ostanke, ki so ustrezali obema 
pogojema.  
Preglednica IV: 28 aminokislinskih ostankov z Jalview konsensus odstotkom ≥ 96 %, 14 
najbolj ugodnih ostankov z vidika interakcij, ki jih je napovedal strežnik FTMap, in ostanki, 
ki so ustrezali obema pogojema. 
Aminokisline z Jalview konsensus 
odstotkom ≥ 96 % 
FTMap (najbolj potencialne 
aminokisline z vidika frekvence 





Gly-10, Gly-11, Ser-13, Glu-15,  
Ser-19, His–63, Gly-64, Gly-67, 
Glu-68, Gly-70, Ser-91, Lys-97, 
Pro-140, Lys-144, Pro-145, Gly-
149, Ser–150, Ser-151, Glu-180, 
Glu-187, Lys-215, Tyr-216, Arg-
255, Asp-257, Glu-270, Asn-272,        
Pro-275, Gly-276 
Glu-15, His-63, Glu-68, Lys-97, 
Lys-144, Ser-151, Glu-187, Arg-
255, Glu-270, Asn-272, Ser-274, 













Iz slike 12A vidimo, da se večina aminokislin z visoko frekvenco in nizko variabilnostjo 
tvorbe interakcij z molekulskimi probami nahaja v aktivnem mestu za substrat ali produkt 
katalitske reakcije Ddl ter v vezavnem mestu za fosfatni del molekule ATP.  Le 2 od 14 
aminokislin se nahajata v vezavnem mestu za adeninski in ribozni del molekule ATP. Z 
vidika tvorbe interakcij lahko torej rečemo, da sta najbolj perspektivni za ciljanje z zaviralci 
vezavni mesti za substrat oz. produkt katalitske reakcije ter za fosfatni del ATP molekule. 
Ribozni in adeninski del ATP molekule sta tvorila manjši delež interakcij z molekulskimi 
probami, zato se zaviralci, zasnovani na podlagi teh ostankov, ne bodo dobro vezali v encim. 
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Slika 12B prikazuje 28 aminokislin, ki so skozi evolucijo glede na celotno sekvenco encima 
ostale bolj ohranjene in so z upoštevanjem vrzeli imele Jalview konsensus odstotek ≥ 96 %. 
Kot vidimo, se večina aminokislin nahaja v vezavnem mestu za substrat ali produkt 
katalitske reakcije Ddl ter v vezavnem mestu za fosfatni del molekule ATP. Gledano samo 
z vidika dobre evolucijske ohranjenosti, lahko rečemo, da sta najbolj perspektivni mesti za 
ciljanje z zaviralci vezavni mesti za substrat oz. produkt katalitske reakcije in fosfatni del 
ATP molekule. Ribozni in adeninski del ATP molekule sta zaradi slabše evolucijske 
ohranjenosti manj perspektivni. Aminokislinski ostanki slednjih dveh vezavnih mest se 
hitreje spreminjajo, zato bi lahko bakterije zaradi večjega števila mutacij teh ostankov hitro 
razvile odpornost na tako zasnovane zaviralce. 
S kombinacijo analize evolucijske ohranjenosti in analize površine encima z vidika vezavnih 
žepov smo identificirali 11 ključnih aminokislin (slika 12C). Za slednje je značilno, da so 
zelo dobro evolucijsko ohranjene, s čimer dosežemo širok spekter delovanja. Zaradi 
pomembne biološke vloge imajo manjšo verjetnost za mutacije, s čimer se je možno izogniti 
hitremu razvoju odpornosti. So del aktivnega mesta, kjer tvorijo večino interakcij z 
ligandoma (ATP in dipeptid), ter prispevajo k najvišjim deležem tvorbe interakcij vzdolž 
celotnega encima, s čimer dosežemo zadostno vezavo zaviralcev v aktivno mesto encima. S 
ciljanjem na takšne ostanke lahko omejimo pomembne interakcije z mutiranimi deli in 
zmanjšamo odvisnost aktivnosti od neohranjenih ostankov. Ugotovili smo, da so s stališča 
načrtovanja novih zaviralcev Ddl najbolj obetavne aminokisline v vezavnem mestu za 
substrat oz. produkt kemijske reakcije (Glu15, His-63, Glu-68, Gly-276 in Arg-255), ki jo 
katalizira encim Ddl in aminokisline v vezavnem mestu za fosfatni del ATP molekule (Lys-
97, Lys-144, Ser-151, Arg-255, Glu-270 in Asn-272). Glede na napoved obeh programov 
sta celoten adeninski in ribozni del ATP vezavnega mesta manj perspektivna za načrtovanje, 
saj razen Lys-144 in Glu-187 nobena od ostalih aminokislin, ki ustrezajo obema pogojema, 
ne sodeluje pri teh dveh delih ATP vezavnega mesta. 11 ključnih aminokislin, ki ustrezajo 











Slika 12: Encim Ddl (PDB ID: 4C5C, bakterija E. Coli K-12). Aktivno mesto (ATP in 
dipeptid) je obarvano modro in prikazano kot palčke. Mg2+ iona v središču votline sta 
obarvana zeleno in prikazana v obliki dveh kroglic. A) 14 aminokislin, ki so tvorile največ 
interakcij z ustrezno variabilnostjo v sklopu analize s strežnikom FTMap, je obarvanih 
rumeno in prikaznih kot palčke. B) Aminokisline, ki so ohranjene z Jalview konsensus 
odstotkom ≥ 96 %, so obarvane zeleno in prikazane kot palčke. C) Ključne aminokisline, ki 
jih je napovedal strežnik FTMap in so ohranjene z Jalview konsensus odstotkom ≥ 96 %, so 






4.8. Pregled že znanih zaviralcev 
Z uporabo podatkovne baze ChEMBL in iskanjem v strokovnih člankih smo na podlagi 
znanih zaviralnih lastnosti naredili izbor 25 potencialnih zaviralcev encima Ddl. Njihove 
zaviralne vrednosti smo predstavili s preglednico XI, ki se nahaja v Prilogi. Z uporabo 
programa ChemDraw smo izrisali njihove strukture in jih razvrstili v pet glavnih skupin: D-
Ala analogi, analogi prehodnega stanja, D-Ala-D-Ala analogi, ATP mimetiki in ostali 
zaviralci, odkriti s presejanjem in modeliranjem. Med njimi je prvi odkriti in najbolj 
pomemben D-cikloserin (1), ki se danes uporablja kot edina ZU v klinični praksi z 
delovanjem na Ddl. Njegova uporaba se danes opušča predvsem zaradi visoke MIC 
vrednosti (le bakteriostatično delovanje), pogostega razvoja rezistence in nagnjenosti k 
induciranju nevroloških stranskih učinkov (predvsem delni agonizem nevronskih NMDA 
receptorjev). Večina novih zaviralcev ne kaže podobnosti s substratom, reakcijskimi 












































































































































































































4.9. Analiza zaviralcev po sodobnih pristopih farmacevtske kemije z 
orodjem SwissADME 
V sklopu pregleda potencialnih zaviralcev smo preučevali fizikalno-kemijske lastnosti, 
lipofilnost, vodotopnost, farmakokinetične lastnosti, podobnost z učinkovinami in druge 
lastnosti, vezane na farmacevtsko kemijo zaviralcev. Osredotočili smo se predvsem na 
molekulske deskriptorje, ki se uporabljajo za predstavitev struktur molekul v numerične 
vrednosti in so v pomoč pri napovedi aktivnosti in fizikalno-kemijskih lastnosti. Takšen 
pristop se uporablja v najbolj zgodnjih fazah razvoja ZU, saj omogoča hitro in enostavno 
oceno kandidatnih spojin ali filtriranje potencialnih spojin z želenimi lastnostmi iz nabora 
knjižice spojin. Namen je bil ugotoviti ali so naši zaviralci spojine, podobne spojinam 
vodnicam, oz. spojine, podobne učinkovinam (ang. Lead-/Drug-like compounds), in imajo 
posledično potencial za nadaljnji razvoj kot zaviralci encima Ddl. Molekulski deskriptorji 
so bili izračunani z uporabo orodja SwissADME (58). Ocenjevali smo predvsem parametre, 
kot so molekulska masa, lipofilnost (logP), število donorjev vodikovih vezi, število 
akceptorjev vodikovih vezi, število vrtljivih vezi (NRot) in polarna površina (PSA). Z 
upoštevanjem navedenih parametrov lahko ocenimo potencial zaviralcev za nadaljnji razvoj 
učinkovine. 
4.9.1. Učinkovitost liganda 
Učinkovitost liganda (LE, ang. Ligand efficiency) je pogosto uporabljen konstrukcijski 
parameter pri razvoju ZU. Gre za razmerje med vezavno energijo in številom težkih atomov 
ter opredeljuje kvaliteto interakcije med dano spojino in njeno tarčo. Uvedena je bila z 
namenom normalizacije afinitete spojin glede na molekulsko maso. Parameter je uporaben 
predvsem zato, ker lahko večje molekule kažejo večjo vezavno energijo zaradi večjega 
števila interakcij, vendar morda niso najbolj učinkovite. Razmerje med energijo vezave in 
velikostjo molekule je povezano z veliko ADME/toksikološkimi parametri, zato lahko LE 
uporabimo za oceno kvalitete spojine. Teoretično bi morali pri izračunu uporabiti intrinzično 
vezavno energijo (ΔH), vendar se običajno uporablja dejanska vezavna energija (ΔG), ki jo 
pridobimo iz rezultatov bioloških testiranj.  
Velja naslednja enačba:  













Enačba 3: Izračun učinkovitosti liganda (LE). 
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Prvotno je bil parameter namenjen za izbiro in optimizacijo najbolj perspektivnih spojin. V 
zadnjem času se uporablja pri določanju prednosti fragmentov v načrtovanju ZU na osnovi 
fragmentov in v razvoju teh fragmentov v večje spojine (128).  
Vrednost LE, višja od 0,3; pomeni dober zadetek, vrednosti 0,35–0,5 kažejo na dobrega 
kliničnega kandidata. Velja, višja, kot je vrednost LE, boljši zaviralec je spojina. 
Učinkovitost liganda (LE) smo izračunali iz podanih IC50 oz. Ki vrednosti za posamezen 
zaviralec. Vrednost števila težkih atomov smo pridobili z orodjem SwissADME. Najvišje 
vrednosti LE so imeli zaviralci 2, 3, 1 in 6, in sicer 1,08; 0,79; 0,71 ter 0,58 (slika 13). Te 
vrednosti kažejo na možne klinične kandidate. Dvema zaviralcema nismo uspeli določiti LE, 
saj njihovih vrednosti IC50 oz. Ki v strokovnih člankih nismo zasledili. Od 23 zaviralcev, ki 
smo jim izračunali LE, jih je 12 imelo vrednost LE enako ali več kot 0,3; kar pomeni, da so 
obetavni za nadaljnji razvoj. Najvišje vrednosti LE glede na razvrstitev zaviralcev v razrede 
so imeli analogi substrata D-Ala. Glede na najvišje vrednosti so sledili analogi prehodnega 
stanja ter analogi dipeptida. 
 
Slika 13: Učinkovitost liganda zaviralcev Ddl. 
4.9.2. Podobnost z učinkovinami (ang. Drug-likeness) 
Pri podobnosti z učinkovinami (ang. Drug-likeness) gre za zapleteno ravnovesje 
molekularnih lastnosti in strukturnih značilnosti, ki določajo, ali je spojina podobna že 
znanim ZU (129). Ta koncept služi za prepoznavanje spojin, primernih za razvoj novih 
zdravil, in ga opredelimo glede na nekatere uveljavljene parametre, ki se uporabljajo za 



























Učinkovitost liganda zaviralcev Ddl
Meja LE vrednosti 0,3
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napovemo, da bodo sposobne absorpcije po peroralni poti. Koncept podobnost z 
učinkovinami je bil predlagan zato, da bi pridobili koristne smernice v zgodnjih fazah 
razvoja ZU in da bi se izboljšal proces opravljanja kliničnih preizkušanj. Številna 
farmacevtska podjetja natančno spremljajo lastnosti molekul in njihovo podobnost z ZU že 
v predkliničnem razvoju, in sicer v izogib kasnejšim dražjim neuspehom v kliničnih fazah 
testiranj. Pogosto se uporablja za napovedovanje farmakokinetičnih lastnosti in varnosti ZU. 
Pod spojino, podobno učinkovini, lahko razumemo spojino, ki ima ugodne farmakokinetične 
lastnosti, kot so absorpcija, distribucija, metabolizem, ekskrecija in toksikološke lastnosti 
(ADMET) (130). Orodje SwissADME pri določanju, če je spojina podobna učinkovini ali 
ne, uporablja pet pravil, in sicer Lipinski, Ghose, Veber, Egan in Muegge. Gre za pravila, ki 
so jih razvile vodilne farmacevtske družbe in farmacevtski kemiki za oceno podobnosti z 
učinkovinami. Pravila napovejo odnos med fizikalno-kemijskimi in farmakokinetičnimi 
lastnostmi spojin. Najbolj znano in široko uporabljeno od naštetih pravil za oceno 
podobnosti z učinkovinami je pravilo po Lipinskem, imenovano tudi pravilo petic (ang. Rule 
of Five, RO5). RO5 se uporablja za napovedovanje absorpcije spojin po peroralni poti in 
vključuje:  
• MM ≤ 500 g/mol, 
• ClogP ≤ 5 (MlogP ≤ 4,15), 
• število donorjev vodikovih vezi ≤ 5 ter 
• število akceptorjev vodikovih vezi ≤ 10. 
Po pravilu Lipinskega se molekula po peroralnem vnosu absorbira, če ne krši dveh ali več 
pogojev. Ghose-ovo pravilo ovrednoti spojino glede na njene fizikalno-kemijske lastnosti, 
ki vključujejo AlogP, izračunan z WlogP, molarno refraktivnost (MR), molekulsko maso 
(MM) in število atomov. Pravilo je bilo razvito z namenom enostavnega ustvarjanja knjižnic 
spojin, podobnih učinkovinam. Kvalifikacijska območja posameznih deskriptorjev so 
naslednja: 
• WlogP, v območju – 0,4 ≤ WlogP ≤ 5,6; 
• MM v območju 160 ≤ MM ≤ 480 g/mol, 
• MR v območju 40 ≤ MR ≤ 130 ter  
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• skupno število atomov v območju 20 ≤ število atomov ≤ 70.  
Eganovo pravilo napoveduje pasivno absorpcijo majhnih molekul in upošteva mehanizme 
aktivnega transporta in efluksa, zato velja za robustno pri napovedovanju absorpcije ZU. 
Obsega molekularna deskriptorja WlogP (orodje SwissADME je zaradi zaprtega dostopa do 
vseh podatkov ALOGP98 vrednosti parameter ALOGP98 zamenjalo z WlogP) in polarno 
površino (TPSA), za katera mora veljati: 
• WlogP ≤ 5,88 ter 
• TPSA ≤ 131,6 Å2, 
da ima kandidatna spojina dobro peroralno biološko uporabnost. 
Veber opredeljuje spojine kot podobne učinkovinam, če zanje velja: 
• NRot ≤ 10, 
• TPSA ≤ 140 Å2 in 
• število donorjev in akceptorjev vodikove vezi ≤ 12. 
Spojine s temi lastnostmi imajo visoko verjetnost za dobro peroralno BU pri podganah.  
Muegge je iz zbirke podatkov ZU ocenil podobnost z učinkovinami kot večinoma statistični 
deskriptor. Namenjen je predvsem oceni serije spojin in ne le za posamezne spojine. Za 
Muegge spojino, podobno učinkovini, velja:
 
• 200 ≤ MM ≤ 600 g/mol,   
• -2 ≤ XlogP ≤ 5, 
• TPSA ≤ 500 Å2, 
• število obročev ≤ 7,  
• število ogljikov > 4,  
• število heteroatomov > 1,  
• NRot ≤ 15, 
• število donorjev vodikovih  
 vezi ≤ 5 in 
• število akceptorjev vodikovih 
 vezi ≤ 10 (131–135).
Zaviralci 4, 10, 11, 13, 15–19, 21, 24 in 25 so ustrezali vsem petim pravilom za spojino, 
podobno učinkovini (slika 14). Zaviralec 9 je imel največ kršitev, in sicer skupno pri vseh 
pravilih 12. Po najbolj uveljavljenem pravilu, po Lipinskem, so bili vsi zaviralci podobni 
učinkovinam, razen 9 in 23. Zaviralec 9 je kršil tri pogoje po Lipinskem, in sicer zaradi MM 
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> 500 g/mol, števila akceptorjev vodikove vezi > 10 in števila donorjev vodikove vezi > 5.  
Zaviralec 23 je kršil pravilo zaradi vrednosti MLOGP > 4,15.  
 
Slika 14: Število kršitev po posameznih pravilih (Lipinski, Ghose, Veber, Egan in Muegge) 
podobnosti z učinkovinami zaviralcev Ddl. 
4.9.3. Abbottova ocena biološke uporabnosti (ang. Abbott bioavailability 
score) 
Ocena biološke uporabnosti se je pojavila zaradi določenih omejitev Vebrovega pravila 
(NRot ≤ 10, TPSA ≤ 140 Å2), ki je preveč selektiven, saj izključuje znatno število spojin s 
sprejemljivo BU pri podganah. Abbottova ocena BU tako napoveduje verjetnost, da ima 
spojina vsaj 10-% peroralno BU pri podganah ali merljivo prepustnost na celični liniji Caco-
2. Spojine so razvrščene po ionizacijskih razredih (anioni, kationi, nevtralne spojine), saj so 
lastnosti, ki vplivajo na BU, zelo odvisne od prevladujočega naboja pri biološkem pH-ju. 
Ugotovljeno je bilo, da pravilo RO5 dobro oceni BU pri kationskih in nevtralnih spojinah 
(vključno z ioni dvojčki) ter da je slab napovednik BU pri anionskih spojinah. Izkazalo se 
je, da je za anionske spojine bolje uporabiti PSA vrednosti. Gre torej za semi-kvantitativno 
oceno na podlagi pravil, ki temeljijo na skupnem naboju, TPSA in kršitvah po Lipinskem 
(136).  
Za anionske spojine lahko ocenimo BU iz naslednjih opredeljenih verjetnosti:  
• 11-% verjetnost pri PSA > 150 Å2,  
• 56-% verjetnost v primeru PSA med 75 in 150 Å2 in  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Lipinski kršitve 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Ghose kršitve 4 4 3 0 1 0 0 0 4 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Veber kršitve 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Egan kršitve 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0



















Število kršitev po posameznih pravilih
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• 85-% verjetnost, če velja PSA < 75 Å2.  
Za ostale spojine je verjetnost 55-%, v primeru ujemanja z Lipinskim in 17-% v primeru 
neujemanja z Lipinskim. 
Abbottova ocena BU je zmožna identificirati tudi slabo in dobro absorbirane spojine pri 
ljudeh, saj so bili rezultati študije validirani s kuriranimi podatki BU spojin pri ljudeh iz treh 
strokovnih člankov. Čeprav je cilj razvoja zdravil izdelati spojino, ki bo biološko uporabna 
pri ljudeh, se kot pogost nadomestek te lastnosti uporablja napovedana BU pri podganah 
(137). 
Abbottove ocene BU zaviralcev in delež posamezne ocene smo prikazali z grafom na sliki 
15. Večina zaviralcev (75 %) je imela oceno BU 0,55 oz. 55-% verjetnost za vsaj 10-% 
peroralno BU pri podganah. Najboljšo oceno BU, 85-% verjetnost, je imel zaviralec 12. 
Zaviralci 5, 7 in 16 so imeli 56-% verjetnost, zaviralec 9 je imel 17-% verjetnost. Najslabšo 
oceno za BU je imel zaviralec 20, in sicer 11-% verjetnost za vsaj 10-% peroralno BU pri 
podganah. 
 








4 % 4 %
4 %
Ocena biološke uporabnosti
Ocena BU 0,55: 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 11, 13, 14, 15, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 24, 25
Ocena BU 0,56: 5, 7, 16
Ocena BU 0,17: 9
Ocena BU 0,11: 20
Ocena BU 0,85: 12
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4.9.4. Parametri farmacevtske kemije 
4.9.4.1. Metodi PAINS in Brenk 
Metodi PAINS in Brenk sta pogosto uporabljeni orodji za virtualno rešetanje spojin v 
zgodnjih fazah razvoja ZU. Sta komplementarni in omogočata prepoznavanje potencialno 
problematičnih spojin. Ugotovljeno je bilo, da so se nekatere spojine ali razredi večkrat 
pojavili kot zadetki z dobro aktivnostjo v bioloških testih. Izkazalo se je, da ti zadetki niso 
vsestranski in da nespecifično reagirajo z molekulami ter motijo testno tehnologijo, ki se 
uporablja za ugotavljanje biološke aktivnosti. Pan-assay interference compounds ali PAINS 
(pogosti zadetki ali promiskuitetne spojine) je spisek fragmentov molekul, ki dajejo močan 
odziv pri testih ne glede na tarčo. Upoštevanje PAINS pri pripravi knjižnic spojin tako 
omogoča izogibanje molekulam, ki bi v biokemijskih testih dajale lažno pozitivne rezultate 
in se tako predstavljale za lažne potencialne kandidate za nove ZU. Izumitelja metode 
PAINS Baell in Holloway sta identificirala 480 PAINS opozoril (59, 138, 139).V literaturi 
so kot najpogostejši PAINS fragmenti navedeni: fenol- sulfonamidi, enoni, kinoni, katehol, 
hidroksifenil hidrazoni, toksoflavin, kurkumin, izotiazoloni in rodanini (140). Kljub temu pa 
prisotnost PAINS spojin ne pomeni, da so take spojine neustrezne kot ZU, saj so taki 
fragmenti prisotni pri približno 6–7 % odobrenih zdravil (141).  
Brenkov model pri razvoju novih ZU sestavljajo trije kriteriji. Prvi kriterij upošteva spisek 
105 fragmentov, ki so potencialno toksični, kemično reaktivni, metabolno nestabilni ali 
imajo lastnosti, ki so odgovorne za slabo farmakokinetiko. Takšne skupine so npr.: nitro 
skupina, sulfati, fosfati, 2-halopiridini in tioli. Druga dva kriterija so lastnosti spojin vodnic 
in omejena kompleksnost po Brenku. Orodje SwissADME je pri Brenk opozorilu upoštevalo 
prvi kriterij, ki omogoča izključitev problematičnih fragmentov (142). 
Število strukturnih opozoril po metodi PAINS oz. Brenk in navedene problematične 
fragmente smo predstavili s preglednico V. Zaviralci, ki niso imeli strukturnih opozoril so 
bili: 1, 8, 10, 11, 14, 16 in 24. 
Preglednica V: Število strukturnih opozoril po metodi PAINS oz. Brenk in navedeni 
problematični fragmenti zaviralcev Ddl. 
 




1 0 0 
2 0 1 (bor) 
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3 0 1 (fosfor) 
4 0 1 (bor) 
5 0 1 (fosfor) 
6 0 1 (fosfor) 
7 0 1 (fosfor) 
8 0 0 
9 1 (kinon) 0 
10 0 0 
11 0 0 
12 0 3 (acikličen C=C-O, aciklična konjugirana nitrilna 
skupina, Michaelov akceptor) 
13 1 (katehol) 4 (katehol, konjugirana nitrilna skupina, Michaelov 
akceptor, tiokarbonilna skupina) 
14 0 0 
15 0 2 (acil hidrazid, hidrazin) 
16 0 0 
17 0 1 (tiokarbonilna skupina) 
18 1 (azo) 1 (diazo) 
19 0 4 (2 imina, oksim, aciklična enojna N-O vez) 
20 0 1 (fosfor) 
21 0 1 (pozitivno nabit dušik) 
22 2 (amino akridin, 
Mannich) 
2 (hidrokinon, policikličen heteroaromatski ogljik) 
23 0 2 (jod, pozitivno nabit dušik) 
24 0 0 
25 0 1 (alkil halid) 
4.9.4.2. Podobnost s spojino vodnico (ang. Lead-likeness) 
Podobnost s spojino vodnico (ang. Lead-likeness) je koncept, ki zajema pogoje, ki vodijo do 
izhodišč za kemijsko optimizacijo spojin. Ti pogoji v veliki verjetnosti na koncu razvoja 
zdravil vodijo do spojin, podobnih učinkovinam. Koncepta podobnost z učinkovinami in 
podobnost s spojino vodnico usmerjata razvoj zdravil v smer, ki ima na podlagi industrijskih 
izkušenj večjo verjetnost za uspeh pri odkrivanju novih ZU. Pri podobnosti s spojino vodnico 
gre za podobnost v strukturnih in fizikalno-kemijskih lastnostih s spojino vodnico (ang. Lead 
compound), ki je referenčna spojina ali izhodišče za nadaljnji razvoj zdravila. Spojine, 
podobne spojini vodnici (ang. Lead-like compounds), so običajno manj kompleksne, zato 
imajo nizko MM in nižjo lipofilnost (logP). Njihove meje za molekulske deskriptorje so zelo 
nizke, saj se vrednosti teh parametrov med optimizacijo spojin običajno zvišajo. Po 
optimizaciji postanejo po vsej verjetnosti kandidati za novo ZU (143).  
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Za spojino, podobno spojini vodnici, veljajo naslednja kvalifikacijska območja posameznih 
deskriptorjev: 
• 250 ≤ MM ≤ 350 g/mol,  
• XLOGP ≤ 3,5 in  
• NRot ≤ 7.  
Število kršitev podobnosti s spojino vodnico zaviralcev Ddl smo prikazali z grafom na sliki 
16. Šest zaviralcev ni kršilo niti enega pogoja podobnosti s spojino vodnico. Ti so bili: 10, 
15, 17, 18, 19 in 25. Štirje zaviralci so kršili dva pogoja, medtem ko so ostali kršili vsak po 
en pogoj. 
 
Slika 16: Število kršitev podobnosti s spojino vodnico zaviralcev Ddl. 
4.9.4.3. Ocena dostopnosti sinteze (SA, ang. Synthetic accessibility)  
Proces virtualnega rešetanja spojin kandidatk je sestavljen iz vsaj dveh korakov, iz 
napovedovanja kemijskih lastnosti in ocene dostopnosti sinteze. Kljub napredku v 
računalniških pristopih pri odkrivanju novih ZU pa je še vedno težko avtomatizirano 
napovedati oceno dostopnosti sinteze zasnovanih spojin. Gre za postopek za oceno 
enostavnosti sinteze spojin. V primeru, da ima neka spojina zadovoljive fizikalno-kemijske 
lastnosti, ni nujno, da jo bo mogoče sintetizirati. Obstaja več različnih metod računanja SA 
(144). Orodje SwissADME je za oceno SA upoštevalo metodo Ertl in Schuffenhauer-ja, ki 
temelji na prstnih odtisih. Ocena temelji na fragmentarni analizi struktur več kot trinajst 
















Število kršitev podobnosti s spojino vodnico
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pogostost molekularnih fragmentov v sintezno lažje dostopnih spojinah v korelaciji z 
enostavnostjo sinteze. Najpogostejši fragmentni prispevki v tej veliki zbirki kažejo na 
verjetno enostavno sintezo, medtem ko manj pogosti verjetno na težko sintezo. Zbirka 
vsebuje 1024 fragmentnih prispevkov, ki se za posamezno spojino seštejejo in popravijo z 
izrazi, ki opisujejo velikost in kompleksnost (kot so makrocikli, kiralni centri in spiro 
fukcije) spojine. Ocena SA je normalizirana in se giblje med 1 za zelo enostavno in 10 za 
zelo težko sintezo (59).  
Najnižjo oceno dostopnosti sinteze je imel zaviralec 2, s SA 1,55 (slika 17). Večino 
zaviralcev ne bi bilo težko sintetizirati, saj je bila vrednost SA večine zaviralcev pod 5. 
Najtežje bi bilo sintetizirati zaviralec 9, ki je imel vrednost SA 6,67. Prvih deset zaviralcev 
po vrsti, ki bi jih bilo najlažje sintetizirati, so bili: 2, 25, 14, 23, 8, 13, 18, 11, 12, 17. 
 
Slika 17: Ocena dostopnosti/enostavnosti sinteze zaviralcev Ddl. 
4.9.5. Lipofilnost (logP) 
Lipofilnost je opredeljena z logaritmom Po/w vrednosti, ki je porazdelitveni koeficient med 
n-oktanolom in vodo. LogP je opredeljen kot logaritem koncentracije raztopljene snovi v n-
oktanolu v razmerju s koncentracijo neionizirane raztopljene snovi v vodi. V praksi se 
pogosto namesto eksperimentalno določenega logP uporablja izračunan logP (clogP), ki 
temelji na izmerjenih porazdelitvenih koeficientih ključnih spojin. Lipofilnost odraža 
afiniteto molekule za vodno oz. lipofilno okolje in se lahko uporablja za napovedovanje 
absorpcije, permeabilnosti membrane in vezave spojin na makromolekule, ki so večinoma 
















farmakodinamiko in toksikološki profil ZU. Raziskave so pokazale, da ravno zaradi 
nezadovoljivih farmakokinetičnih lastnosti ali toksičnosti približno polovica kandidatnih 
spojin ne uspe prodreti na trg. Gre za že dolgo znan napovednik uspešnega prehoda zdravil 
skozi klinični razvoj na trg. Določanje logP je tako v veliko pomoč pri zgodnjem načrtovanju 
zdravil za pregledovanje knjižnic spojin in prepoznavanje najbolj obetavnih kandidatnih 
spojin. Pripomore lahko k celokupni kvaliteti zdravil. LogP, ki krši pravilo po Lipinskem 
(logP > 5), naj bi bil povezan z lastnostmi, kot so: ekstenziven in nepredvidljiv metabolizem, 
slaba topnost v vodi, visoka vezava na plazemske beljakovine in tkivo, povečana verjetnost 
za promiskuitetnost receptorjev in vitro ter nespecifično toksičnost in vivo. Nasprotno bo 
imela ZU slabe ADMET lastnosti v primeru prenizkega logP zaradi slabe permeabilnosti 
membran in visokega ledvičnega očistka. Za idealno območje logP vrednosti velja 
vrednostni razpon 1–3 (145, 146). Obstaja več različno zmogljivih računskih metod 
določitve logP. SwissADME uporablja pet metod določitve (XLOGP3, WLOGP, MLOGP, 
iLOGP, SILICOS-IT) logP z namenom bolj natančne in čim bolj soglasne ocene. Konsensus 
logPo/w predstavlja aritmetično sredino vseh petih metod (59). 
XLOGP3 vrednost je napovedana z atomistično metodo, ki vključuje korekcijske faktorje in 
na znanju temelječo knjižnico. Izračunana je s programom XLOGP, verzija 3.2.2. Vrednost 
logP je napovedana z uporabo znane logP referenčne spojine, ki kaže največjo strukturno 
podobnost v knjižnici. Nato se z aditivnim modelom oceni razlika v vrednostih referenčne 
in poizvedbene spojine. Aditivni model kot deskriptor uporablja 87 različnih atomov/skupin 
in dva korekcijska faktorja. Prvi korekcijski faktor predstavlja notranje vodikove vezi, kar 
naredi spojino manj hidrofilno, drugi pa se uporablja pri organskih spojinah z 
aminokislinskimi deli. Pod nevtralnim pH-jem je takšna spojina namesto v nevtralni 
predvsem v zwitterionski obliki in ima zato precej nižji navidezni koeficient (147).  
WLOGP je metoda, ki jo je razvilo orodje SwissADME na podlagi fragmentarnega sistema, 
ki sta ga razvila Wildman in Crippen. Gre za izračun vsote števila različnih tipov atomov in 
njihovih prispevkov (148).  
MLOGP je tipičen primerek topološke metode. Ta model vključuje regresijsko konstanto in 
13 parametrov, ki opisujejo topologijo molekularne strukture. Metoda je bila razvita na 
podlagi kvantitativnega odnosa struktura-logP na 1230 molekulah z eksperimentalnimi 
vrednostmi logP (59, 149). 
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SILICOS-IT je hibridni fragmentni/topološki pristop, ki ga je razvil Silicos-it. Ocena je 
podana s programom FILTER-IT (verzija 1.0.2, 2013) (150). Metoda upošteva 27 
fragmentnih in 7 topoloških deskriptorjev (59). 
iLOGP je fizikalna metoda in zato velja za implicitni model topila. Temelji na prostih 
energijah solvatacije v n-oktanolu in vodi izračunanih z modelom Generalized-born in topilu 
dostopna površina (ang. Generalized-Born and solvent accessible surface area (GB/SA) 
model) (59). 
Graf na sliki 18 prikazuje aritmetično sredino LogP vrednosti zaviralcev po vseh petih 
metodah. Vrednost Konsensus LogPo/w < 5 vseh zaviralcev kaže na dobro topnost v vodi, kar 
pomeni, da bi lahko s peroralno uporabo dosegli ustrezno količino spojine in jo tudi 
vzdrževali. 
 
Slika 18: Lipofilnost zaviralcev Ddl z upoštevanjem aritmetične sredine logP vrednosti vseh 
petih metod (XLOGP3, WLOGP, MLOGP, Silicos-IT in iLOGP). 
4.9.6. Topnost v vodi 
Topnost v vodi je kritični parameter in glavni dejavnik, ki vpliva na slabo učinkovitost 
peroralnih zdravil. Vsaka bioaktivna spojina mora imeti določeno topnost, da se raztopi v 
fiziološkem mediju in da jo je nato dovolj na samem mestu delovanja. Slaba topnost v vodi 
lahko povzroči nezadovoljive ADMET lastnosti in se lahko kaže kot nizka peroralna BU, 
nezadostna kemična stabilnost, kratek razpolovni čas ter hiter predsistemski metabolizem. 
V primeru nizke topnosti se odmerek sorazmerno poveča, s tem pa tudi potencialna 





















Orodje SwissADME vključuje dve topološki metodi za napovedovanje topnosti v vodi, 
ESOL in Ali. Obe metodi se od splošne enačbe topnosti razlikujeta v tem, da se izogneta 
tališču. ESOL (ang. Estimated solubility) ali ocenjena vodotopnost oceni topnost direktno iz 
strukture. Model upošteva štiri molekularne lastnosti: XLOGP3, MM, delež težkih atomov 
v aromatskih sistemih in NRot (152). Ali logS nadomesti tališče, ki je težko napovedljivo, s 
TPSA. Zamenjava teh dveh deskriptorjev da podobno kakovost napovedi (153). Tretji 
napovednik topnosti z orodjem SwissADME je SILICOS-IT. Temelji na 16 fragmentnih 
prispevkih, ki jih modulira kvadratni koren iz MM. Vse tri metode upoštevajo desetiški 
logaritem molarne topnosti v vodi (logS). Orodje poda tudi kvalitativno oceno topnosti po 
lestvici logS: netopen < −10 < slabo topen < −6 < srednje topen < −4 < topen < −2 < dobro 
topen < 0 < zelo topen. LogS označuje topnost spojine, nižja vrednost pomeni boljšo 
absorpcijo in obratno (59).  
Graf na sliki 19 prikazuje izračunane vrednosti logS zaviralcev po vseh treh omenjenih 
metodah (ESOL, Ali in SILICOS-IT) ter izračunano povprečno vrednost logS vseh treh 
metod. Glede na povprečno vrednost logS vseh treh metod so bili zelo topni zaviralci: 1, 2, 
3, 5, 6 in 8. Dobro topna sta bila zaviralca 16 in 20. Topni zaviralci so bili: 4, 7, 9, 13, 15, 
19. Ostali zaviralci so bili srednje oz. slabo topni. 
 
Slika 19: Vodotopnost zaviralcev Ddl po metodah ESOL, Ali in Silicos-IT logS ter podana 
povprečna vrednost logS vseh treh metod. 
 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213141516171819202122232425
ESOL LogS 0 1 2 -2 2 1 -2 1 -4 -4 -5 -4 -2 -6 -2 -0 -4 -3 -3 0 -4 -6 -7 -4 -4
Ali LogS 1 0 3 -2 3 1 -3 2 -4 -5 -5 -5 -3 -6 -2 0 -6 -4 -4 1 -4 -6 -7 -5 -4
Silicos-IT LogSw 0 1 1 -2 1 0 -2 -1 -3 -4 -6 -4 -1 -6 -5 -2 -5 -6 -4 -2 -6 -9 -7 -7 -5















4.9.7. Farmakokinetične lastnosti 
4.9.7.1. Gastrointestinalna (GIT) absorpcija, prehajanje krvno-
možganske pregrade (BBB) ter P-glikoprotein (P-gp) 
Namen farmakokinetike je ugotoviti, kaj naredi organizem s ksenobiotikom. 
Farmakokinetične (ADME) lastnosti vključujejo proučevanje procesov absorpcije, 
distribucije, metabolizma in ekskrecije ZU po aplikaciji farmacevtske oblike. Za zagotovitev 
dobre črevesne absorpcije in prehajanja BBB mora imeti ZU nizko MM, nevtralen naboj in 
primerno lipofilnost (149). Velja, da je peroralno odmerjanje v večini primerov še vedno 
najbolj priporočljivo z vidika kompliance in udobja za pacienta. Zgodnja ocena peroralne 
biološke uporabnosti in GIT absorpcije ima tako ključno vlogo pri odkrivanju ZU (154). 
Ugotavljanje prehoda BBB je pomembno z vidika ZU, ki delujejo centralno, in 
preprečevanja neželenih učinkov ZU, ki naj bi delovale v periferiji. BBB je s tesnimi stiki v 
endoteljskih celicah opredeljena kot anatomska pregrada, ki ovira paracelularno difuzijo, in 
z encimsko aktivnostjo ter P-gp kot biokemijska pregrada. Gre za pregrado, ki kontrolira 
prehod snovi med možganskimi krvnimi žilami (kapilarami) in parenhimom centralnega 
živčevja (154, 155). P-gp je trasmembranski transporter, ki na aktivni način izloča 
hidrofobne spojine iz celic. Črpanje ZU iz celic in tkiv posredovano s P-gp vodi v zmanjšano 
intracelularno koncentracijo ZU. Njegova vloga je sicer vezana na zaščito pred potencialno 
nevarnimi snovmi za organizem. Popolna inhibicija tega glikoproteina bi tako lahko vodila 
v neželene sistemske učinke in ne samo v povečano učinkovitost zdravila. Farmakokinetika 
ZU, ki so substrati P-gp, se lahko spremeni zaradi interakcij med zdravili, ki P-gp inhibirajo 
ali inducirajo. Interakcija med substratom in zaviralcem P-gp bi tako lahko vodila v 
zmanjšano peroralno absorpcijo. Številne ZU vseeno izkazujejo dokaj zadostno BU zaradi 
nasičenosti P-gp mehanizma v črevesju (156, 157). 
GIT absorpcija in prehajanje BB sta bili določeni z metodo BOILED-Egg, ki sloni na modelu 
elipse z upoštevanjem Eganovega pravila podobnosti z učinkovinami, kjer abscisa 
predstavlja navidezno polarnost (TPSA) in ordinata lipofilnost (WLOGP). Zaželene so nizke 
vrednosti TPSA, saj visoka TPSA zmanjšuje prepustnost membrane celic in deluje kot P-gp 
substrat. Spojina mora imeti za dobro GIT absorpcijo PSA < 142 Å2 in WLOGP med -2,3 
ter 6,8. Velika verjetnost za prehajanje BBB velja v primeru zmerne polarnosti (PSA < 79 
Å2) in relativne lipofilnilnosti (WlogP med 0,4 in 6,0) (154).  
Vsi zaviralci, razen 1, 5, 9 in 20, so imeli napovedano dobro absorpcijo v GIT (preglednica 
VI). Večina jih naj ne bi prehajala BBB. Zaviralci z napovedano permeabilnostjo BBB so 
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bili: 4, 14, 21, 22, 23 in 25. Model je za sedem zaviralcev napovedal, da imajo večjo 
verjetnost, da so substrati P-gp, in sicer za zaviralce: 4, 9, 11, 20, 21, 22 in 23.  
Preglednica VI: Ovrednotena GIT absorpcija (nizka, visoka), prehajanje BBB (Da, Ne) in, 
ali je spojina substrat P-glikoproteina (Da, Ne) zaviralcev Ddl. 
Oznaka spojine GIT absorpcija Prehod BBB P-gp 
substrat 
1 Nizka Ne Ne 
2 Visoka Ne Ne 
3 Visoka Ne Ne 
4 Visoka Da Da 
5 Nizka Ne Ne 
6 Visoka Ne Ne 
7 Visoka Ne Ne 
8 Visoka Ne Ne 
9 Nizka Ne Da 
10 Visoka Ne Ne 
11 Visoka Ne Da 
12 Visoka Ne Ne 
13 Visoka Ne Ne 
14 Visoka Da Ne 
15 Visoka Ne Ne 
16 Visoka Ne Ne 
17 Visoka Ne Ne 
18 Visoka Ne Ne 
19 Visoka Ne Ne 
20 Nizka Ne Da 
21 Visoka Da Da 
22 Visoka Da Da 
23 Visoka Da Da 
24 Visoka Ne Ne 
25 Visoka Da Ne 
4.9.7.2. Indukcija in inhibicija encimske družine CYP 450 
Encimska naddružina citokromi P450 (CYP 450) so encimi, ki so membransko vezani 
hemoproteini. S katalizo oksidacije endogenih snovi in ksenobiotikov delujejo kot 
monooksigenaze. Pri sesalcih se encimi CYP nahajajo v vseh tkivih, vendar najvišje 
koncentracije najdemo v jetrih in tankem črevesu. Vlogo imajo pri biotransformaciji, kjer so 
vključeni v presnovo več kot 60 % kliničnih zdravil v fazi I metabolizma in pri katabolizmu 
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endogenih spojin organizma. V veliki meri so vpleteni v interakcije med zdravili. V 
človeškem genomu naj bi bilo približno šestdeset CYP encimov, vendar se več kot 90 % 
vseh zdravil presnovi s petimi izoformami: CYP 3A4, 2D6, 1A2, 2C9 in 2C19. Največji 
delež ZU metabolizira izoforma CYP 3A4, ki je tudi najpogostejši encim v človeških jetrih. 
Izoforma CYP 3A4 naj bi bila odgovorna za presnovo več kot 50 % trenutno uporabljanih 
zdravil in naj bi imela ključno vlogo v mnogih interakcijah med zdravili. Zaviranje ali 
indukcija CYP 450 sta povzročili umik številnih zdravil s trga in velike finančne izgube 
(158, 159). 
Induktorji CYP encimov so snovi, ki povečajo encimsko aktivnost CYP s povečanjem 
njihove sinteze. Indukcija CYP 450 lahko spremeni terapevtski odziv. Kaže se kot povečan 
metabolizem v jetrih, zmanjšana BU in povečan očistek ZU iz telesa. Čas, potreben za 
sintezo encimov, vpliva na celoten razvoj indukcije. V primeru dolgega časa sinteze lahko 
indukcija in tako interakcija z drugimi zdravili trajata nekaj dni ali nekaj tednov. Začetek in 
konec indukcije sta odvisna predvsem od razpolovnega časa induktorja. Lahko pride tudi do 
toksičnosti zaradi nastanka toksičnih metabolitov (159, 160). 
Zaviranje encimov CYP poslabša biotransformacijo ali očistek ZU, kar povzroči višjo 
koncentracijo v plazmi in zato vpliva na terapevtski odziv ter poveča možnost za neželene 
učinke. V primeru predzdravila, kjer je potreben metabolizem za pretvorbo v aktivno 
spojino, se učinek zdravila zmanjša (158). Škodljive interakcije, vezane na inhibicijo CYP 
450, se običajno zgodijo hitreje (v nekaj dneh) kot tiste, ki jih opazimo pri indukciji. Gre za 
to, da se pojavijo, ko koncentracija ZU, ki inhibira CYP, postane dovolj visoka, da konkurira 
drugi ZU (161). 
Za zaviralce 1–6, 8, 9, 15, 16 in 20 je orodje SwissADME opredelilo, da niso zaviralec 
nobenega od petih citokromov, ki presnavljajo večino ZU (preglednica VII). To je 
pomemben podatek, saj to pomeni, da verjetno ne bodo vstopale v interakcije z ZU, ki se 
metabolizirajo s temi izoformami. Zaviralci najpomembnejšega citokroma CYP 3A4 so bili: 







Preglednica VII: Ovrednotenje, ali je spojina zaviralec citrokromov CYP 1A2, CYP 2C19, 













1 Ne Ne Ne Ne Ne 
2 Ne Ne Ne Ne Ne 
3 Ne Ne Ne Ne Ne 
4 Ne Ne Ne Ne Ne 
5 Ne Ne Ne Ne Ne 
6 Ne Ne Ne Ne Ne 
7 Ne Da Ne Ne Ne 
8 Ne Ne Ne Ne Ne 
9 Ne Ne Ne Ne Ne 
10 Da Ne Ne Da Da 
11 Da Ne Ne Ne Da 
12 Da Da Da Ne Ne 
13 Ne Ne Ne Ne Da 
14 Da Da Da Da Ne 
15 Ne Ne Ne Ne Ne 
16 Ne Ne Ne Ne Ne 
17 Ne Ne Da Ne Ne 
18 Da Da Ne Ne Ne 
19 Da Ne Ne Ne Ne 
20 Ne Ne Ne Ne Ne 
21 Ne Ne Ne Da Da 
22 Da Da Ne Da Ne 
23 Ne Da Da Ne Ne 
24 Da Da Da Da Da 
25 Da Da Ne Ne Ne 
4.9.8. Izdelava toplotne karte in izbor najbolj potencialnih zaviralcev 
Z namenom boljšega pregleda nad tem, kateri zaviralci so najbolj potencialni za nadaljnji 
razvoj kot nove protibakterijske učinkovine, smo s pomočjo orodja KNIME ustvarili 
toplotno karto (slika 20), ki prikazuje vse predhodno ovrednotene molekulske deskriptorje 
zaviralcev, razen pasivne GIT absorpcije in prehajanja BBB, katerih ni bilo mogoče 
normalizirati in predstaviti numerično. Vrednosti posameznih molekulskih deskriptorjev 
smo normalizirali na način, da vrednost 0 pomeni najslabše in vrednost 1 najboljše lastnosti 
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zaviralcev. Vrednosti smo predstavili z barvno skalo od rumene do modre, ki predstavlja 
normaliziran vrednostni razpon molekulskih deskriptorjev od 0 do 1.  
Iz toplotne karte (slika 20) lahko razberemo, da imajo po vrsti najboljše lastnosti naslednji 
potencialni zaviralci: 17, 10, 25, 15 in 16. Slednji imajo celostno gledano na vse ovrednotene 
molekulske deskriptorje najbolj ugodne lastnosti za nadaljnji razvoj kot nove 
protibakterijske učinkovine. Vsi ti zaviralci gledano kažejo boljše lastnosti kot cikloserin 
(1), ki je kot edina ZU z delovanjem na Ddl trenutno v klinični praksi. Vsi zaviralci so 
spojine, podobne učinkovinam oz. spojinam vodnicam, z izjemo zaviralca 16, ki zaradi 
prenizke molekulske mase (MM < 250 g/mol) ni podoben spojini vodnici, vendar je kljub 
temu podoben učinkovini. Orodje SwissADME je za spojino 10 opredelilo, da je zaviralec 
kar treh izoform citrokromske naddružine CYP 450, med drugim tudi izoforme CYP 3A4, 
ki izmed vseh izoform presnavlja največji delež ZU in, da bo kot tak vstopal v interakcije z 
zdravili. Za zaviralec 25 je orodje opredelilo, da prehaja BBB, zato bi bil smiseln za razvoj 
kot učinkovine za zdravljenje okužb v možganih.  
 
 
Slika 20: Toplotna karta normaliziranih vrednosti posameznih molekulskih deskriptorjev 
(LE, Lipinski kršitve, Ghose kršitve, Veber kršitve, Egan kršitve, Muegge kršitve, Abbotova 
ocena BU, PAINS, Brenk, podobnost s spojino vodnico, SA, konsensus logP, konsensus 
logS, TPSA, CYP zaviralci). V zadnjem stolpcu je podano povprečje vseh vrednosti 
posameznih deskriptorjev za posamezen zaviralec. Barvna skala ustreza barvnim odtenkom 









Bakterijski encim Ddl smo analizirali z vidika lastnosti, ki so pomembne pri napovedovanju 
perspektivnosti tarč, kot so: esencialnost, evolucijska ohranjenost in sposobnost tvorbe 
interakcij. Preslikava rezultatov evolucijske ohranjenosti položajev na 3D strukturo encima 
Ddl bakterije E. coli K-12 (PDB ID: 4C5C) skupaj z analizo potenciala površine encima za 
vezavo majhnih molekul razkriva potencialna mesta za vezavo ZU. Rezultati predstavljajo 
osnovo za razvoj novih ZU z delovanjem na Ddl, ki bi bile učinkovite proti širokemu spektru 
bakterij in bi imele manjšo verjetnost za razvoj hitre bakterijske odpornosti z vidika mutacij. 
Z izborom 25 potencialnih zaviralcev in analizo le-teh po sodobnih pristopih farmacevtske 
kemije smo identificirali pet najbolj perspektivnih zaviralcev za nadaljnji razvoj novih 
protibakterijskih učinkovin.  
V sklopu analize esencialnosti smo ugotovili, da je Ddl dokazano esencialen za 30 
organizmov. Od tega 11 bakterij spada med 45 najbolj pogostih patogenih bakterij, ki po 
pogostosti povzročajo največ bolezni. Med ESKAPE organizmi je bila dokazna esencialnost 
encima za bakterije: S. aureus, A. baumannii in P. aeruginosa, pri čemer je bila pri bakteriji 
S. aureus dokazana esencialnost encima za več bakterijskih sevov. Obstaja verjetnost, da na 
preostalih bakterijah še ni bilo opravljenih raziskav. Glede na število organizmov, za katere 
je encim dokazno esencialen, in njegove pomembne biološke vloge v bakterijah, lahko 
sklepamo, da je število bakterij, za katere je Ddl esencialen, večje. 
S pomočjo podatkovne baze UniProt, ki vsebuje sekvence encima Ddl, smo ugotovili, da 10 
% sekvenc encima Ddl pripada patogenim bakterijam. Delež ESKAPE organizmov z znano 
sekvenco Ddl znaša med 45 najbolj pogostimi patogenimi bakterijami 12 %. S pomočjo 
strežnika The Scorecons server smo kvantitativno ovrednotili evolucijsko ohranjenost 
aminokislinskih ostankov encima Ddl za bakterije daljnega filogenetskega odnosa (sekvence 
bakterij iz 22 različnih rodov bakterij). Ugotovili smo, da v prve tri najbolje evolucijsko 
ohranjene razrede spada 21,8 % aminokislinskih ostankov in v tri najbolj variabilne razrede 
41,6 % ostankov encima Ddl. 
Z uporabo strežnikov The Scorecons server in The Consurf server ter programa Jalview smo 
kvantitativno ovrednotili evolucijsko ohranjenost aminokislinskih ostankov za 45 najbolj 
pogostih patogenih bakterij in pri tem identificirali 14 identičnih položajev (Shannonovo 
število 1, MAX AA 100% in Jalview konsensus odstotek 100 %) v sekvencah encima Ddl. 
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Ti položaji so glede na številčenje z ne-upoštevanjem vrzeli v bakteriji E. coli: Gly-64, His-
63, Gly-70, Lys-97, Glu-68, Lys-144, Ser-150, Gly-149, Glu-187, Lys-215, Arg-255, Gly-
276, Glu-180 in Tyr-216. Vsi katalitski ostanki so bili ugotovljeni kot evolucijsko stabilni 
(Jalview konsensus odstotek ≥ 96 %). Aktivno mesto velja za zelo dobro ohranjeno, saj je 
kar 28 aminokislinskih ostankov imelo Jalview konsensus odstotek ≥ 96 %. 
V okviru analize s strežnikom FTMap smo ugotovili, da so z vidika sposobnosti tvorbe 
interakcij (številčenje z ne-upoštevanje vrzeli v bakteriji E. coli) najbolj peprspektivni 
aminokislinski ostanki encima: Glu-15, His-63, Glu-68, Lys-97, Lys-144, Ser-151, Glu-187, 
Arg-255, Glu-270, Asn-272, Ser-274, Gly-276, Ser-281 in Leu-282.   
Z upoštevanjem zelo dobre evolucijske ohranjenosti (Jalview konsensus odstotek ≥ 96 %) 
in najbolj ugodnih ostankov z vidika tvorbe interakcij smo identificirali 11 ključnih 
aminokislin, ki predstavljajo 3,6 % vseh aminokislin encima Ddl. Ti ostanki so (številčenje 
z ne-upoštevanje vrzeli v bakteriji E. coli): Glu-15, His-63, Glu-68, Lys-97, Lys-144, Lys-
151, Glu-187, Arg-255, Glu-270, Asn-272, Gly-276. S preslikavo slednjih ostankov na 3D 
strukturo encima Ddl bakterije E. coli (PDB ID: 4C5C) ugotovimo, da sta s stališča 
načrtovanja novih zaviralcev najbolj obetavna vezavno mesto za substrat oz. dipeptid D-
alanin-D-alanin (Glu-15, His-63, Glu-68, Gly-276 in Arg-255)  in vezavno mesto za fosfatni 
del ATP molekule (Lys-97, Lys-144, Ser-151, Arg-255, Glu-270 in Asn-272). 
Z uporabo orodja SwissADME smo 25 potencialnim zaviralcem analizirali fizikalno-
kemijske lastnosti, lipofilnost, vodotopnost, farmakokinetične lastnosti, podobnost z 
učinkovinami in spojinami vodnicami, dostopnost sinteze in varnostni profil. Identificirali 
smo pet najbolj perspektivnih zaviralcev, za katere je SwissADME napovedal boljše 
lastnosti kot pri trenutno edini ZU v klinični praksi (cikloserin, 1). Najbolj ugodne lastnosti, 
smo tako napovedali za naslednje zaviralce, urejene po vrsti od najboljšega navzdol: 17, 10, 
25, 15 in 16. Vse slednje spojine so podobne učinkovinam oz. spojinam vodnicam, z izjemo 
zaviralca 16, ki zaradi prenizke molekulske mase (MM < 250 g/mol) ni podoben spojini 
vodnici, vendar je kljub temu podoben učinkovini. Za zaviralec 10 obstaja velika verjetnost 
vstopanja v interakcije z drugimi ZU, medtem ko se za zaviralec 25 predvideva, da bo 
prehajal skozi krvno-možgansko pregrado, zato je bolj primeren za razvoj učinkovine za 
zdravljenje okužb v možganih. 
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Rezultati magistrske naloge predstavljajo nova spoznanja na področju bakterijskega encima 
Ddl in njegovih zaviralcev in bodo tako v veliko pomoč raziskovalcem pri nadaljnjem 
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Preglednica VIII: Aminokislinski ostanki in izračunano Shannonovo število za bakterije iz 22 različnih rodov. Položaji so oštevilčeni glede na 
bakterijo Deinococcus-Thermus z upoštevanjem vrzeli. 
Shannonovo 
normalizirano število 




0,9655 [381, 357, 228, 359, 32, 376, 262, 27, 231, 382, 177, 307, 218, 146, 227, 139, 173, 
222, 308, 145, 144, 270, 140] 
23 7,8 
0,8542 [384, 291, 223, 132, 149, 167, 387, 229, 328, 172, 397, 161, 143, 28, 152, 378, 36] 17 5,8 
0,7445 [400, 265, 260, 230, 388, 158, 184, 379, 35, 293, 39, 43, 302, 248, 403, 30, 159, 
221, 304, 40, 303, 350, 390, 329] 
24 8,2 
0,6737 [276, 269, 375, 33, 185, 135] 6 2,0 
0,6108 [168, 261, 235, 215, 362, 272, 46, 56, 148, 289, 343, 234, 373, 252, 171, 25, 22, 34, 
331, 407, 160, 150, 354, 301, 138, 163, 268, 169] 
28 9,6 
0,5390 [170, 187, 133, 166, 180, 58, 264, 288, 404, 62, 147, 245, 271, 313, 164, 372, 263, 
377, 186, 277, 360, 273, 275, 259, 383, 153, 188, 311, 393, 37, 351, 295, 408, 232, 
23, 134, 380, 274, 220, 24, 136, 346, 47] 
43 14,7 
0,4697 [63, 183, 233, 394, 61, 402, 151, 356, 374, 255, 26, 339, 361, 176, 306, 224, 55, 
401, 162, 256, 156, 398, 392, 179, 157, 244, 137, 216, 349, 290] 
30 10,2 
0,3992 [341, 309, 342, 386, 197, 330, 66, 69, 344, 294, 363, 65, 193, 175, 237, 338, 181, 
389, 54, 332, 395, 219, 239, 335, 278, 310, 410, 67, 406, 20, 226, 253, 370, 348, 
249, 305, 192, 405, 258, 131, 64, 217, 190, 352, 347, 391, 300, 327, 358] 
49 16,7 
0,3059 [141, 314, 212, 130, 214, 210, 296, 364, 246, 236, 38, 199, 247, 213, 195, 126, 29, 




31, 154, 282, 44, 251, 254, 59, 41, 409, 399, 333, 322, 257, 345, 178, 60, 336, 225, 
385, 42, 57, 396, 182, 337, 250] 
0,1978 [196, 194, 129, 191, 128, 127, 68, 198, 209, 211, 238, 312, 125] 13 4,4 
 
Preglednica IX: Položaji z Jalview konsensus odstotkom ≥ 96 % in pripadajočim Shannon številom, aminokislinski ostanki, max AA in Consurf 



















0,965 GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG-GGGGGGGGGGGGG 31 G 
100.000 
9 98% 
0,965 GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG-GGGGGGGGGGGGG 32 G 
100.000 
9 98% 
0,965 SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS-SSSSSSSSSSSSS 34 S 
100.000 
9 98% 
0,965 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE-EEEEEEEEEEEEE 36 E 
100.000 
9 98% 
0,965 SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS-SSSSSSSSSSSSS 40 S 
100.000 
9 98% 
1 HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 138 H 
100.000 
9 100% 
1 GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG 139 G 
100.000 
9 100% 





1 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 143 E 
100.000 
9 100% 
1 GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG 145 G 
100.000 
9 100% 
0,94 SSSSSSAASSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS 166 S 
95.556 
9 96% 
1 KKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKK 172 K 
100.000 
9 100% 
0,93 PPPSPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPDPPPPPPPPPPP 217 P 
95.556 
8 96% 
1 KKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKK 221 K 
100.000 
9 100% 
0,965 PPPAPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPP 222 P 
97.778 
9 98% 
1 GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG 226 G 
100.000 
9 100% 
1 SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS 227 S 
100.000 
9 100% 
0,94 SSSSSSSSSSSSSSSTSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSTSSSS 228 S 
95.556 
9 96% 
1 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 259 E 
100.000 
9 100% 
1 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 267 E 
100.000 
9 100% 





1 YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY 309 Y 
100.000 
9 100% 
1 RRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRR 350 R 
100.000 
9 100% 
0,94 DDDDDDDDDDDDDEEDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDD 352 D 
95.556 
9 96% 
0,965 EEEEEEEEWEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 366 E 
97.778 
9 98% 
0,965 NNNNNNNNVNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 368 N 
97.778 
9 98% 
0,965 PPPPPPPPAPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPP 371 P 
97.778 
9 98% 




Preglednica X: Vseh znane kristalne strukture encima Ddl iz podatkovne baze PDB. Deset reprezentativnih kristalnih struktur je označenih s 
krepko. 































































mutans  2,23 A, B 2010-09-15 
XRD 
5C1O Yersinia pestis 
FOSFOAMINOFOSF
ONSKA KISLINA-




5BPF Yersinia pestis ADP 2,28 A, B, C, D 2016-03-02 XRD 















5C1P Yersinia pestis ADP, DAL 2,4 A, B, C, D 2016-03-02 XRD 
4ZQI Yersinia pestis  2,3 A, B, C, D 2016-01-13 XRD 
2FB9 
Thermus 





























































oryzae pv. oryzae 






























oryzae pv. oryzae 

















































Vibrio cholerae O1 
biovar El Tor str. 





















xenovorans LB400  2,3 A, B, C, D 2012-07-18 
 
XRD 
3R5X Bacillus anthracis ATP 2,0 A, B, C, D 2011-04-06 XRD 
5NRH 
Burkholderia 















Preglednica XI: Zaviralci encima Ddl s podanimi IC50, MIC/MBC in % inhibicije pri koncentraciji 2mM. 
Oznaka spojine IC50 MIC, MBC Ki RA oz. % inhibicije 
pri koncentraciji 2 
mM 
Vezavno mesto 
1(108–114)  IC50 = 314 
μM E. coli  
IC50 = 250 
μM E. 
faecalis 
MIC = 16 μg/mL E. coli 1411 
MIC = 32 μg/mL S. aureus 8325-4  
MIC = 50 μg/mL M. tuberculosis 
MIC = 25 μg/mL M. tuberculosis H37Rv 
Ki = 22 μM E. coli 
Ki (C-terminal) = 25 μM 
M. tuberculosis 
Ki (N-terminal) = 14 μM 
M. tuberculosis 









MIC > 128 μg/mL E. faecium  
MIC = 64 μg/mL MRSA 
MIC = 64 μg/mL MSSA 
MIC = 32 μg/mL Salmonella typhi 
MIC = 256 μg/mL E. coli K12 
MIC > 128 μg/mL Shigella sonnei  
Ki = 35 μM Salmonella 
typhymurium 
Ki = 18 μM Salmonella 
enterica 
 
Obe vezavni za 
mesti DAL  
3(115) 
 
Ki = 0.4 mM Salmonella 
typhymurium 
 
Vezavno mesto za 
DAL  





MIC = 16 μg/mL MRSA 
MIC = 8 μg/mL MSSA 
MIC = 8 μg/mL 
Salmonella typhi  
MIC = 32 μg/mL E. coli 
K12 
MIC = 64 μg/mL Shigella 
sonnei 
MIC = 128 μg/mL P. 
aeruginosa (ATCC 
27853) 
MIC = 64 μg/mL 
Burkholderia 
pseudomallei (sev 1026b) 
MBC = 16 μg/mL S. 
aureus (ATCC 29213) 




MBC = 16 μg/mL Bacillus 
subtilis (ATCC 6633) 
MBC = 128 μg/mL E. coli 
K12 
5(110, 115)  
  
Ki = 0.5 mM E. faecalis 
 
C-terminalno 






Ki = 4 μM E. coli 
 
C-terminalno 




Ki = 1.0 μM E. faecalis 
 
C-terminalno 




Ki = 0.55 mM E. faecalis 
 
Vezavno mesto za 
produkt reakcije 
(115) 
9(108)  MIC < 256 μg/mL E. coli 1411 
MIC < 256 μg/mL E. coli SM1411 
MIC = 256 μg/mL S. aureus 8325-4 
Ki = 42 μM E. coli  Vezavno mesto za 
ATP 
10(116, 117, 118) IC50 = 163 
μM E. coli K-
12 
IC50 = 132.7 
μM H. pylori 
(sev HPAG1) 
MIC = 200 μg/mL E. coli sev JM109 
MIC = 25 μg/mL H. pylori (sev SS1) 
Ki (ATP) = 80.7 μM E. 
coli  
Ki (D-Ala) = 119.5 μM E. 
coli  
Ki (ATP) = 31 μM H. 
pylori  
Ki (D-Ala) = 85.1 μM H. 
pylori 
 
Vezavno mesto za 
ATP  
11(119) IC50 = 453 
μM 
E. coli 
MIC = 32 μg/mL E. coli 1411 
MIC = 32 μg/mL E. coli AB734 













   
65.43 % E. coli Vezavno mesto za 
ATP  
15(121) IC50 = 106 
μM E. coli 
MIC = 14 μg/mL E. coli 1411 
MIC = 14 μg/mL E. coli SM1411 





Ki = 12.5 μM E. coli 
 
 
17(112) IC50 (D-Ala 
pri 10 μM) = 
370 ± 40 nM 
E. coli 
MIC = 8.23 μg/mL S. aureus ATCC 
25923a 








18(109) IC50 = 33 μM 
E. coli 
MIC = 64 μg/mL E. coli 1411 
MIC = 64 μg/mL S. aureus 
  
Predviden nov 
način vezave, saj se 
razlikuje tako od 
ADP kot DAL  
19(122) IC50 = 378 
μM E. coli 
 
Ki = 326 μM E. coli 
 
Vezavno mesto za 
DAL  
20(123) IC50 = 110 
μM E. coli 
   
Eno izmed 




21(124) IC50 = 6.16 
μM M. 
tuberculosis 
MIC = 0.25-4 μg/mL M. tuberculosis  Ki (ATP) = 4.4 mM M. 
tuberculosis  
Ki (D-Ala) = 32.6 μM M. 
tuberculosis 
 
ATP in DAL 
vezavno mesto z 
nekoliko večjo 
afiniteto za ATP 
22(108, 125)  IC50 = 162 
μM E. coli 
MIC > 256 μg/mL E. coli 1411 
MIC = 64 μg/mL E. coli SM1411 
MIC = 32 μg/mL S. aureus 8325-4 
Ki = 218 μM E. coli 
 
Obe vezavni mesti 
DAL, njegov 
piperazinski obroč 
je vsidran na mesto 
riboze ATP 
vezavnega mesta 
23(125) IC50 = 23 μM 
E. coli 
MIC = 16 μg/mL E. coli 1411 
MIC = 4 μg/mL E. coli SM1411 
MIC = 8 μg/mL S. aureus SH1000 
  
Še ni popolnoma 
pojasnjeno 
24(112, 126)  IC50 = 432 
μM E. 
faecalis 
MIC = 128 μg/mL E. coli ATCC 25922 
MIC = 32 μg/mL S. aureus ATCC 25923 




delovanja še ni 
raziskan 
25(108, 127)  
 
 Ki = 4 μM E. coli 
 
Hidrofobni žep v 
bližini N-
terminalnega 
vezavnega mesta za 
DAL 
 
